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„Es ist nicht genug zu wissen, 
man muss es auch anwenden. 
Es ist nicht genug zu wollen, 
man muss es auch tun.“ 
 




ANV  akutes Nierenversagen(-s) 
Aqua dest. (dreifach) destilliertes Wasser 
ATP  Adenosintriphosphat 
bp  Basenpaar 
cDNA  complementary deoxyribonucleideacid  
CASP Caspase(-n) 
C/EBP-β  CAAT/enhancer binding protein beta 
CO2  Kohlenstoffdioxid 
D Deutschland 
DAB  3,3’-Diaminobenzidin 
DIC  disseminierte intravasale Gerinnung 
dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat 
E. coli  Escherichia coli 
EtOH  Ethanol 
EDTA  Ethyldiaminotetraazetat 
g  Erdbeschleunigung (9,81m/s2) 
GF  Gesichtsfeld 
H2O2  Wasserstoffperoxid 
HCl  Salzsäure 
HE  Hämatoxylin-Eosin 
HES  HAES, Hydroxyethylstärke, Hydroxyethyl starch 
HZV  Herzzeitvolumen 
ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1 
IL  Interleukin  
kDa  Kilodalton (Masseeinheit) 
KG  Körpergewicht 
µ  Mikro (106) 
MG  Molekulargewicht 
MAP  mittlerer arterieller Druck 
mM  Millimolar 
MHH  Medizinische Hochschule Hannover  
MW  mittleres Molekulargewicht (kDa) 
NaCl  Natriumchlorid 
NaOH  Natriumhydroxid 
nm  Nanometer 
NO  Stickstoffmonoxid 
LPS  Lipopolysaccharid (bakterielles Endotoxin) 
OD  optische Dichte 
OT  Objektträger(-s) 
P53  Protein 53 
PBS  Phosphat gepufferte Salz-Lösung, phosphate buffered saline 
PHA-E  Lektin Phaseolus vulgaris erythroagglutinin  
PMN polymorphkernige neutrophile Granulozyten, polymorphonuclear 
leukocytes 
RES  Retikuloendotheliales System 
RNA  Ribonukleinsäure, Ribonucleic acid 
qRT-PCR quantitative Real-Time-Polymerase-Ketten-Reaktion 
STABW Standardfehler des Mittelwertes 
Tab.  Tabelle 
TMA  thrombotische Mikroangiopathie 
TNFα  Tumor-Nekrose-Faktor alpha 
TUNEL  Terminal-Transferase-Uridin-Nick-End-Labeling 
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1 
VEL  Volumenersatzlösung 
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ZUSAMMENFASSUNG 1 
Die Sepsis stellt auch in der heutigen modernen Intensivmedizin mit Fortschritten 
im Bereich der supportiven und adjunktiven Therapie sowie auf dem Gebiet der 
Diagnostik noch immer ein Krankheitsbild mit hoher Letalität dar. Insbesondere auf 
zellularpathologischer und molekularbiologischer Ebene bedarf es somit weiterer 
Untersuchungen, um die komplexen Mechanismen der überschießenden Wirtsre-
aktion zu entschlüsseln und eine Letalitätsreduktion zu erreichen.  
Integraler Bestandteil der Leitlinien orientierten Therapie beinhaltet eine adäquate 
Volumensubstitution. Grundsätzlich stehen hierzu kristalloide und kolloidale Volu-
menersatzlösungen (VEL) zur Verfügung, wobei insbesondere Kolloide mit der Ma-
nifestation einer Nierenschädigung bzw. eines Nierenversagens assoziiert werden. 
Dieser Aspekt wird derzeit kontrovers diskutiert, ebenso wie der Einfluss der VEL 
auf die Nierenfunktion. 
Bisher ist auf zellulärer und molekularbiologischer Ebene unklar, warum eine The-
rapie mit Kristalloiden einer Behandlung mit kolloidalen VEL überlegen sein könnte. 
Ziel dieser Studie ist es, die Wirkungen verschiedener VEL auf die Niere sowie das 
organspezifische Zusammenspiel inflammatorischer und apoptotischer Prozesse 
nach Hämorrhagie und Sepsis zu charakterisieren. Dies sollte klinisch relevant im 
Groß-Tiermodell simuliert werden. 
Hierfür wurden 28 juvenile, gesunde Schweine anästhesiert, operativ katheterisiert 
und hämodynamisch überwacht. Anschließend wurde ein hämorrhagischer Schock 
als „first-hit“ eingeleitet. Nach stabilisierter Kreislaufsituation wurde mittels intraperi-
tonealer Implantation eines vitalen Escherichia coli Fibrin-Clots eine schwere Peri-
tonitis als „second-hit“ ausgelöst. In den folgenden zwölf Stunden bis zur Organ-
entnahme erhielten die Versuchstiere zur Kreislaufstabilisierung balancierte kristal-
loide Ringer-Azetat-Lösung (n=5) oder kolloidale Lösungen der Art 6% 
Hydroxyethylstärke (HES) 130/0,42 in Ringer-Azetat-Lösung (n=5), 10% HES 
200/0,5 in isotonischer NaCl-Lösung (n=5) oder 4% Gelatine in Ringer-Azetat-
Lösung (n=5). Zusätzlich wurde eine adäquate Sham-Gruppe untersucht. In Hin-
blick auf die jeweiligen Fragestellungen wurden neben weiteren histochemischen 
Färbemethoden die Esterase-Färbung zur Darstellung der Entzündung sowie die 
TUNEL-Färbung zur Apoptose-Darstellung eingesetzt. Zudem wurden 
sepsisrelevante Mediatoren in Hinblick auf apoptotisches und inflammatorisches 
Geschehen im Nierengewebe molekularbiologisch mittels qRT-PCR analysiert. 
Als Folge des „two-hit“-Modells konnte bei allen septischen Versuchstieren akutes 
Nierenversagen mit Zeichen beginnender Nekrose des Tubulusepithels festgestellt 
werden. Als Hauptergebnis dieser Studie wiesen die mit 10% HES 200 therapierten 
Tiere, verglichen mit jenen Tieren, die 6% HES 130, 4% Gelatine oder Ringer-
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Azetat-Lösung erhielten, eine signifikant höhere Nierenschädigung auf. Entzündli-
che Vorgänge spielten sich primär im Bereich der Glomeruli ab, während 
apoptotischer Zelltod mit geringerer Affinität und prädominant im Tubuli-
interstitiellen Bereich der Nieren auftrat. Die TUNEL-Färbung zeigte signifikant er-
höhte Apoptoseraten bei den Therapien mit 10% HES 200 und 4% Gelatine im 
Vergleich zur Sham-Gruppe. Unterschiede zwischen den anderen untersuchten 
VEL erwiesen sich als nicht signifikant. Darüber hinaus konnten anhand 
Lektinbindung und Jones-Färbung unterschiedlich stark ausgeprägte 
Tubulusepithelschäden mit Bürstensaum-Destruktion und Rarefizierung aufgezeigt 
werden. Entgegen anderer wissenschaftlicher Arbeiten konnte das Auftreten einer 
Vakuolisierung von Tubulusepithelien mittels PAS-Färbung interessanterweise 
nicht lediglich durch HES-Lösungen induziert werden. Diese sogenannte osmoti-
sche Nephrose wurde somit als ein relevanter Pathomechanismus der Sepsis be-
wertet.  
Im Rahmen einer Genexpressionsanalyse zeigte sich infolge HES-Applikation ein 
inverser Zusammenhang zwischen sepsisrelevanten Mediatoren und der Reaktion 
im Gewebe. Entgegen der erwarteten Induktion aller ausgewählten 
inflammatorischen und apoptotischen Gene wurde unter den beiden HES-
Lösungen eine moderate Regulierung dieser Mediatoren nachgewiesen.  Dies 
spricht für ein ungeklärtes Signaltransduktionsnetzwerk auf dem Weg zum Protein 
und wurde als interessanter Ansatz zum besseren Verständnis für nachfolgende 
Untersuchungen bewertet. 
Anhand der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung ist erstmals mittels 
„first-hit“ induzierter Änderung der Pathophysiologie ein Zusammenhang  
inflammatorischen und apoptotischen Geschehens im septischen Nierenversagen 
offenbar geworden. Hyperonkotisches 10% HES 200 trägt bei Sepsis bedingtem 
Nierenversagen signifikant zur Irreversibiliät des Geschehens bei und auch unter 
Gelatine-Therapie stellten sich zusätzliche Schädigungen dar. Demgegenüber 
scheint isoonkotisches 6% HES 130 als Volumenersatz weniger nachteilig und in 
etwa vergleichbar mit dem Schädigungsmuster nach Therapie mit kristalloider Rin-
ger-Azetet-Lösung zu sein. Offensichtlich ist Kolloid nicht gleich Kolloid. 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Sepsis und Septischer Schock 
Im Zeitalter moderner Medizin stellt die Sepsis trotz gut entwickelter therapeuti-
scher Strategien nach wie vor eine der Haupttodesursachen dar (Sasse et al. 
1995, Gopal et al. 1997) und rangiert noch vor Erkrankungen wie Brustkrebs 
oder AIDS (Angus und Wax 2001). Aktuelle Daten belegen, dass in Deutsch-
land jedes Jahr 154.000 Menschen an Sepsis erkranken (Brunkhorst 2006), 
wobei die Krankenhausletalität mit rund 54% inakzeptabel hoch ist (Grimminger 
et al. 1997, Brunkhorst 2006). Initial sterben 30% aller Patienten innerhalb der 
ersten drei Tage und 80% innerhalb der ersten beiden Wochen (Brun-Buisson 
et al. 1995). Sepsis ist die aggressivste Form der Wirtsreaktion auf eine Infekti-
on, die durch Noxen viraler, fungaler oder parasitärer Mikroorganismen, am 
häufigsten jedoch durch bakterielle Toxine hervorgerufen wird (Annane et al. 
2005, Brabant et al. 2007). Der Verlauf einer Sepsis ist in der Mehrzahl der Fäl-
le dadurch charakterisiert, dass sich zunächst aus einer lokalisierten und kon-
trollierten Abwehrreaktion eine überschießende und unkontrollierte Reaktion im 
Zusammenwirken von generalisierter Inflammation (SIRS), Antiinflammation, 
Koagulation und Fibrinolyse entwickelt. Innerhalb weniger Stunden können zwei 
oder mehr vitale Organsysteme gleichzeitig oder in rascher zeitlicher Abfolge 
ausfallen. Das Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) geht als initiale Organ-
insuffizienz dem Multiorganversagen (MOV) voraus (Zeni et al. 1997). Die Di-
agnosekriterien für schwere Sepsis und septischen Schock wurden 1992 in ei-
ner Konsensuskonferenz der Society of Critical Care Medicine (SCCM) festge-
legt (Bloos et al. 2008) und erfordern den Nachweis einer Trias, bestehend aus 
Infektion, SIRS und Organdysfunktion. Trotz adäquater Volumentherapie zeigt 
sich dabei eine refraktäre Hypotension (Bone et al. 1992, Levy et al. 2003). Ein 
vereinfachtes Schema diesbezüglich stellt Abb. 1 dar. Zudem wurden die 
Konsensuskriterien für eine bessere klinische Anwendbarkeit mit einem Kriteri-
enkatalog versehen (Gramm 1995, Bloos et al. 2008). 
Klinisches Bild: Klinisch stehen aufgrund der endogenen Pyrogenfreisetzung 
eine gestörte Thermoregulation sowie Schocksymptomatik mit Tachykardie, 
Hypotonie und Tachypnoe (Annane et al. 2005) im Vordergrund. Im Verlauf der 
Erkrankung kann es zu lebensgefährlichen Funktionsstörungen der Nieren, Le-
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ber und des Gastrointestinaltraktes kommen. Sowohl Ursache als auch Folge 
einer Sepsis können pulmonale Manifestationen, wie das akute Atemnotsyn-
drom des Erwachsenen (ARDS) sein. Neben Veränderungen des Blutbildes 
und des Gerinnungsstatus` fallen laborchemisch metabolische Störungen wie 
Hyperglykämie, Hyperlaktatämie, Hyperurikämie und Hypophosphatämie auf.  
Diagnostik: Neben dem mikrobiologischen Nachweis eines Erregers im Blut, 
was bisher die conditio sine qua non der Sepsisdiagnose darstellte, wurde nach 
modernem Verständnis die Diagnostik um Überwachung physiologischer Para-
meter und durch den Nachweis bestimmter endogener Substanzen wie dem 
Prohormon Procalcitonin (PCT) oder dem Entzündungsmarker C-reaktives Pro-
tein (CRP) ergänzt (Brunkhorst et al. 2002, Guven et al. 2002). Deutlich 
sensiber als der Nachweis mittels Blutkultur ist die PCR-Technologie, wie z.B. 
durch den LightCycler® SeptiFast Test (Lodes 2008, Bloos et al. 2010), wobei 
weitere klinische Testungen noch zur Beurteilung nötig sind. 
 
 
Abb. 1 Vereinfachtes Schema zur Pathophysiologie der Sepsis (modifiziert nach 
Bloos et al. 2008). Die primären Mediatoren induzieren durch Freisetzung verschiede-





1.1.1 Pathophysiologie der Sepsis 
Das Zusammenwirken von Infektion und Immunantwort spielt im Rahmen der 
Sepsis eine entscheidende Rolle. Das angeborene Immunsystem reagiert auf 
molekular Pathogen assoziierte Muster (PAMP) mit der Ausschüttung von 
Zytokinen wie TNFα, IL1 und IL6 (Fearon und Locksley 1996), um Phagozyten 
und Lymphozyten zum Ort der Infektion zu locken. Diese primäre Immunantwort 
wird durch das Freisetzen einer Vielzahl, ebenfalls pleiotrop wirksamer, sekun-
därer Mediatoren (Plättchen aktivierender Faktor, Eicosanoide) weiter verstärkt. 
Solch übermäßige Produktion proinflammatorischer Zytokine ist zuweilen ge-
fährlicher als der ursprüngliche Reiz und führt über sogenannte Kapillarlecks 
und Gewebeschädigung zu einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) 
(Slofstra et al. 2007). Zusätzlich kommt es zu einer systemischen Aktivierung 
der Blutgerinnung bis hin zur intravaskulären Fibrinbildung (ten Cate et al. 
1999), was wiederum zur Bildung disseminierter Mikrothromben in der End-
strombahn führt und die Organperfusion zusätzlich beeinträchtigt. Trotz weiterer 
Kenntnisse über die Pathogenese der DIC bleiben die genauen molekularen 
Mechanismen schwer fassbar (Levi et al. 1999).  
Die Gerinnungskaskade ist über das Endothel eng mit der inflammatorischen 
Reaktion vernetzt (Rüter 2004). Die Gesamtzahl der Endothelzellen ist, wie in 
Tab. 1 aufgezeigt, als ein gerinnungs- , kreislauf- und immunologisch aktives 
Organ aufzufassen (Schwarzacher 2002). Gleichzeitig sind die Endothelzellen 
an der Initiierung und der Aufrechterhaltung des septischen Geschehens betei-
ligt (Sablotzki 2001).  
 
Tab. 1 Aufgaben des Endothels 
Immunologische Gerinnungsaktivierende Kreislaufaktivierende 
Funktion Funktion Funktion 
Extravasation von Granulozyten Aktivierung von Thrombozyten NO-Produktion 
Extravasation von Monozyten  Thromboxan A2-Produktion Angiotensin II-Produktion 
Expression von Adhäsionsmolekülen Expression von vWF     
Aktivierung von Signaltransduktions-         
kaskaden         
vWF = von Willbrand-Faktor, NO = Stickstoffmonoxid 
 
Neben der Hyperinflammation kommt es ebenso zu einer antiinflammatorischen 
Reaktion durch Bildung und Freisetzung antiinflammatorischer Substanzen (z.B. 
lösliche TNF-Rezeptoren, IL1-Rezeptorantagonisten, IL4, IL10). All diesen zir-
EINLEITUNG 6 
kulierenden Mediatoren wird eine große Bedeutung in der Induktion sekundärer 
Organläsionen zugeschrieben (Bone et al. 1997). So ist eine Persistenz 
antiinflammatorischer Mediatoren möglicherweise mit einer ungünstigen Prog-
nose des Patienten assoziiert. Unklar ist, in welcher Weise die Stadien der 
Hypo- und Hyperinflammation aufeinander folgen und welche Auswirkungen 
das Zusammenspiel auf den Krankheitsverlauf hat (Hotchkiss und Karl 2003). 
Ergänzend hierzu spielt der Prozess des programmierten Zelltodes (Apoptose) 
immunkompetenter Zellen in der Sepsis eine Rolle. So wurde die Apoptose von 
Leukozyten, Lymphozyten und parenchymatösen Zellen sowohl im Tiermodell 
als auch am Patienten beobachtet (Hotchkiss et al. 1997, Weber et al. 2004). 
Durch Induktion der Apoptose von Zellen des angeborenen und adaptiven Im-
munsystems ergibt sich eine immunsuppressive Wirkung, was im Rahmen einer 
Sepsis nicht zu einem Überlebensvorteil führt (Hotchkiss und Nicholson 2006). 
Als Ursache wird dabei eine weit verbreitete Immunparalyse infolge der syste-
mischen Entzündungsreaktion diskutiert (Hotchkiss et al. 1997).  
Deutlich wird, dass polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) nicht 
einfach nur Effektorzellen des Immunsystems sind, sondern das sie durch ihre 
Fähigkeit der Zytokinproduktion in die Immunregulation eingreifen und dadurch 
direkt mit anderen Entzündungszellen kommunizieren (Fujishima und Aikawa 
1995).  
1.1.2 Rolle der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten im 
„two-hit“-Modell 
Neutrophile Granulozyten übernehmen als professionelle Phagozyten im 
menschlichen Körper eine wichtige Abwehrfunktion gegen eingedrungene Mik-
roorganismen (Wagner und Roth 1999). Dazu werden sie mittels regulierter 
Signalkaskaden und Mediatorsysteme aktiviert. Angeregte PMN können jedoch 
auch an der Entwicklung von Organschädigungen im Rahmen des Organversa-
gens bei SIRS beteiligt sein. Eine genaue Abschätzung dieser konträren 
protektiven bzw. destruktiven Funktionen der PMN gelang jedoch bis dato nicht 
(Perl et al. 2007).  
Der Vorgang der Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten aus dem Blut 
zum Infektionsherd erfolgt in mehreren Schritten (Migration) und wird durch das 
Konzentrationsgefälle bestimmter Zytokine (IL1, TNFα) vermittelt (Abb. 2), wel-
che nach der Aufnahme von Mikroben durch Makrophagen ausgeschüttet wer-
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den. Durch die Induktion von Chemokinen binden angelockte PMN über spezi-
elle Rezeptoren am Gefäßendothel. Selektin vermittelt führt dies zu einem lang-
samen „entlangrollen“ der Makrophagen und PMN am Endothel (Speckmann et 
al. 2008). Weitere Liganden wie z.B. VCAM-1 und ICAM-1, werden an deren 
Oberfläche gebunden, was die sogenannte Leukozytenadhäsion vervollständigt 
(Mims 2006) und deren Festhaften an Kapillarwänden begünstigt (Margination). 
Die Adhäsion neutrophiler Granulozyten an Endothelzellen stellt den initialen 
und limitierenden Schritt für die akute inflammatorische Antwort nach Ischämie 
bzw. Reperfusion dar (Guba et al. 2000). Um den Durchtritt der Phagozyten 
zwischen den endothelialen Zellen zum infizierten Gewebe zu gewährleisten, 
schütten neutrophile Granulozyten ihre spezifischen Granula aus, deren 
Proteasen die Auflösung der extrazellulären Endothelzell-Matrix ermöglichen. 
Durch die Freisetzung lysosomaler Enzyme (Degranulation) wird die nicht-
oxidative Abtötung vermittelt, wohingegen die oxidative Zellzerstörung durch 
Sauerstoff-Metabolite erfolgt (McPhail und Harvath 1994). Die genauen Mecha-
nismen der Neutrophilen-Degranulation sind bisher jedoch nicht hinreichend 
verstanden (Lacy und Eitzen 2008).  
Ferner haben PMN die Fähigkeit, Bakterien mittels einer freigesetzten fibrillären 
Matrix aus Granula-Proteinen und Chromatin zu binden. Dies verhindert zum 
einen die weitere Verbreitung von Bakterien und fördert zum anderen das Zer-
stören der dort festgesetzten Bakterien (Brinkmann et al. 2004). Obwohl die 
Zellzerstörung intrazellulär erfolgt, kann die inadäquate Freisetzung zytotoxi-
scher Moleküle (Zytokine) in die extrazelluläre Matrix zur Beschädigung des 




Abb. 2 Neutrophilen-Migration (modifiziert nach Speckmann et al. 2008). Interaktion 
















Aus der Annahme heraus, dass während eines einzigen Insults möglicherweise 
keine zuverlässige Ursache für ein Multiorganversagen entsteht (Turnbull et al. 
1995), entwickelte sich durch das verzögerte Hinzufügen eines weiteren Stress-
Faktors die "two-hit"-Theorie. Dieses klinische Entzündungsmodell basiert auf 
der Tatsache, dass ein initialer traumatischer Insult die Entzündungsantwort 
„primt“, sodass ein nachfolgender, ansonsten relativ harmloser, entzündlicher 
Reiz eine überschießende Antwort auslösen kann (Aiboshi et al. 2001). Bezo-
gen auf die neutrophilen Granulozyten wird „priming“ hierbei als ein der Aktivie-
rung vorausgehender Vorgang bezeichnet. Dabei bleiben die Morphologie und 
die äußerlich messbare Aktivität der PMN zwar unverändert, jedoch werden die 
für die metabolische Aktivität verantwortlichen Enzymsysteme auf einen zweiten 
aktivierenden Stimulus vorbereitet und erzeugen in ihrer Gesamtheit die 
Signaltransduktion. Daneben exprimieren die Granulozyten auf ihrer Zellober-
fläche vermehrt Rezeptoren für Stimulanzien wie TNFα, IL1 und IL6 
(Tennenberg und Solomkin 1990, Elbim et al. 1994, Jersmann et al. 1998). Dies 
kann gleichzeitig zu Änderungen des Mediatorenprofils der Entzündungszellen 
führen (Siegenthaler 2006b). Da die Schwere des septischen Prozesses primär 
vom Ausmaß und Ablauf der Entzündungsreaktion des Patienten auf die auslö-
sende Noxe abhängt (Morgera et al. 2002), ist durch die übermäßige metaboli-
sche Antwort der PMN auf diesen zweiten Reiz eine generalisierte systemische 
Inflammation zu erwarten und eine adäquate Abwehrfunktion nicht mehr ge-
währleistet. Daher weisen Patienten nach Operationen und Unfalltraumen mit 
massivem Blutverlust infolge der Ischämiezeit und Mikrozirkulationsstörungen 
eine erheblich beeinträchtigte Immunabwehr auf und sind somit für septische 
Komplikationen besonders anfällig (Meisel 2006).  
 
1.1.3 Apoptose als Pathomechanismus in der Sepsis 
Bisher wurde die Theorie vertreten, dass Gewebe- und Organschäden in der 
Sepsis infolge einer aktivierten pro- und antiinflammatorischen Zytokin vermit-
telten Reaktion entstehen. Diese Hypothese musste jedoch modifiziert werden, 
nachdem mehrere Versuche zeigten, dass neben induzierter Inflammation und 
Antiinflammation auch die Apoptose an der Pathophysiologie der Sepsis be-
deutsam zu sein scheint (Oberholzer et al. 2001a, Hotchkiss und Nicholson 
2006). So trägt diese entscheidend zur Persistenz der Primärinfektion bei. 
Hotchkiss beschreibt ein apoptotisch-entzündliches Ungleichgewicht mit Modu-
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latoren von Caspasen (CASP) und anderen Komponenten des Zell-Tod-
Signalweges (Hotchkiss und Nicholson 2006), auf die im Folgenden näher ein-
gegangen werden soll. 
Apoptose gilt als eine Form des programmierten Zelltodes, der dadurch charak-
terisiert ist, dass die Zelle genetisch programmiert ist, zu einer vorbestimmten 
Zeit oder als Folge eines festgelegten Reizes unterzugehen (Majno und Joris 
1995). Dies ist sowohl bei physiologischen als auch pathologischen Gewebe-
veränderungen relevant wie z.B. bei der Entwicklung der Niere oder der Regu-
lierung durch Granulozyten (Oberholzer et al. 2001a, Oberholzer et al. 2001b, 
Gobe 2009). Dabei handelt es sich um einen energieverbrauchenden Prozess, 
bei dem eine Zelle zugrunde geht, ohne das umgebende Gewebe in Form einer 
Inflammation mit einzubeziehen (Schwartz und Osborne 1993, Gill et al. 2002). 
Im Gegensatz zur Nekrose, einem weiteren bedeutenden Mechanismus des 
Zelltodes, wird die Apoptose von der betreffenden Zelle selbst aktiv durchge-
führt, ist somit ein Teil des Stoffwechsels der Zelle und unterliegt zudem einer 
strengen Kontrolle. Darüberhinaus ist Apoptose, zumindest teilweise, reversibel 
und deshalb möglicherweise beeinfluss- oder umkehrbar (Gill et al. 2002). Der 
Vorgang der Apoptose lässt sich in zwei Phasen unterteilen: Initiations- und 
Effektorphase, wobei die erstgenannte wiederum in zwei Vorgänge unterschie-
den wird: den extrinsischen und den intrinsischen Weg. Beide Wege können 
nicht unabhängig voneinander gesehen werden.  
Die Apoptose unterscheidet sich von den anderen Formen des programmierten 
Zelltodes durch eine Gruppe von Enzymen, die proteolytische Aktivität aufwei-
sen. Diese sogenannten CASP lösen eine Kaskade aus, die der Verstärkung 
des apoptotischen Signalwegs dient (Los et al. 1999, Afford und Randhawa 
2000, Fischer et al. 2003). Beim intrinsischen Weg kommt es, durch noch nicht 
genau bekannte Mechanismen, zur Freisetzung von Zytochrom c und anderen 
proapoptotischen Faktoren (z.B. Mitgliedern der Bcl-2 Familie) aus den Mito-
chondrien in das Zytoplasma. Ein deutlicher Überlebensvorteil im Tiermodell 
der Sepsis konnte durch Überexprimierung von Bcl-2 oder Hemmung der CASP 
demonstriert werden (Weber et al. 2004, Wesche-Soldato et al. 2007). Soge-
nannte Effektor-Caspasen, wie z.B. CASP3, stehen am Ende der intrazellulären 
Signaltransduktionswege des programmierten Zelltodes. Einerseits aktivieren 
sie sekundäre Zielproteine durch limitierte Proteolyse, andererseits sind sie 
selbst aktiv am Abbau von Laminin (in der Zellkernmembran) und Aktin (Teil 
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des Zytoskeletts) beteiligt. Die Zelle beginnt aufgrund von Wasserverlust und     
isoosmotischem Verlust von Ionen im Zytoplasma zu schrumpfen (Bortner und 
Cidlowski 2000). Folglich kommt es zu Chromatinkondensation und Kernzerfall 
(Earnshaw et al. 1999). Überdies wird die DNA in hoch- und niedermolekulare 
Fragmente („nicks“) gespalten (Savill und Fadok 2000). Gleichzeitig findet auch 
eine Unterdrückung der DNA-Reparatur statt. Letztendlich schnürt sich die Zelle 
nach und nach in kleinen Vesikeln ab (Thornberry und Lazebnik 1998), die wie-
derum durch spezialisierte „Fresszellen“ (Phagozyten) aufgenommen werden 
(Darzynkiewicz et al. 1994).  
1.2 Aufbau und Funktion der Niere  
Das parenchymatöse Organ wird in die außen liegende Nierenrinde (Cortex 
renalis) und das nach innen zum Hilum gerichtete Nierenmark (Medulla renalis) 
unterteilt. Die Nierenrinde enthält 80% der Nierenkörperchen (Corpusculum 
renale, Malpighi-Körperchen) (Schiebler et al. 1999, Baumhoeret al. 2003). 
Hierbei handelt es sich um kugelförmige Gebilde, die jeweils aus einer Kapsel 
(Bowman-Kapsel) bestehen, die eine innere und eine äußere Wand besitzt. In 
die Bowman-Kapsel eingestülpt befindet sich ein feines Kapillarknäuel, das 
Glomerulum (Abb. 3), das für die Funktion des Nierenkörperchens in Form der 
Blut-Harn-Schranke eine entscheidende Struktur darstellt. Das Blut wird durch 
den hydrostatischen Druck durch die Glomeruli gedrückt, die aus den folgenden 
drei Filtern mit unterschiedlicher Porengröße bestehen. 
 
 Die das Glomerulum mit feinen Gefäßen auskleidenden Endothelzellen bil-
den den ersten Filter. Mit Ausnahme der Blutzellen können praktisch alle 
Bestandteile des Blutes deren Poren passieren. 
 Die Basalmembran erzeugt den zweiten Filter. Diese enthält eine negative 
elektrische Ladung (durch Proteoglykane) und hält Bestandteile des Blutes, 
die ebenfalls negativ geladen sind, im Blutgefäß zurück. 
 Der dritte Filter besteht aus „Füßchenzellen“, den Podozyten. Diese befin-
den sich in der inneren Wand der Bowman-Kapsel. Sie haben Fortsätze, die 




Insgesamt ergibt sich eine selektive Permeabilität des Filters nach Ladung und 
Größe, sodass z.B. Albumin als wichtigstes Plasmaprotein mit 69 kDa, einem 
Molekülradius von 3,5 nm und negativer Gesamtladung nur in sehr geringem 
Ausmaß filtriert wird. Blutbestandteile unterhalb dieser Porengröße werden aus 
dem Glomerulum in ein „Röhrensystem“ gedrückt, das mit der Einstülpung der 
Bowmann-Kapsel beginnt. Diese verengt sich zum Harnpol und geht in den 
Tubulusapparat des Nephrons über. Dieser wird unterteilt in ein Hauptstück 
(proximaler Tubulus), ein Überleitungsstück (Intermediärtubulus oder Tubulus 
attenuatus) und ein Mittelstück (distaler Tubulus). Die geraden Abschnitte der 
Nierenkanälchen und das Überleitungsstück bilden eine Schlinge, die als 
Henlesche Schleife bezeichnet wird. Schließlich gelangt der Harn in Sammel-
rohren (Tubulus renalis colligens) zum Nierenbecken und wird danach in Harn-
leiter und Blase geleitet. Die zuerst filtrierte Flüssigkeit, der sogenannte Primär-
harn, unterliegt dabei umfangreichen Veränderungen.  
Über einen Gefäßpol tritt eine kleine Arterie (Vas afferens) in die Bowman-
Kapsel und bildet als Glomerulum einen Knäuel feinster Blutgefäße. Ebenfalls 
über den Gefäßpol verlässt eine abführende Arterie (Vas efferens) das 
Nierenkörperchen. Zwischen den beiden zu- und abführenden Gefäßen befin-
det sich am Gefäßpol die endokrine Struktur des juxtaglomerulären Apparates 
mit einer Ansammlung spezieller Zellen. Gebildet werden diese aus den Kom-
ponenten der Macula densa des distalen Tubulus, dem extraglomerulären 
Mesangium und granulierten Zellen (spezialisierte glatte Muskelzellen der Me-
dia an der Endstrecke der Arteriola afferens). Der juxtaglomeruläre Apparat re-
guliert die Durchblutung des Glomerulum und den Filtrationsdruck. Außerdem 
ist dieser der Hauptbildungsort von Renin, eines Blutdruck regulierenden Hor-
mons. 
 
Abb. 3 Lichtmikroskopische Aufnahme Rindenlabyrinth.  
d = distaler Tubulus 
p = proximaler Tubulus 
 
große Pfeilspitze 
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1.2.1 Renale Pathophysiologie im hämorrhagischen Schock 
Der hämorrhagische Schock entsteht durch massiven Blutverlust bei Traumen 
oder Blutungen im Rahmen operativer Eingriffe. Er ist geteilt in die erste Phase 
der Hypoperfusion mit Ischämie und bei Wiederherstellung der Durchblutung 
nach Einleiten einer Volumenersatztherapie in die zweite Phase der 
Reperfusion.  
Infolge der Vasokonstriktion entsteht das klinische Bild der Schockniere, bei der 
die Nierenrinde entgegengesetzt der Markkapillaren blutarm ist. Durch diese 
Minderdurchblutung wird über den juxtaglomerulären Apparat das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert, was einem weiteren Volumenverlust 
entgegenwirken soll. Auf der einen Seite wird über Angiotensin II die adrenerge 
Vasokonstriktion verstärkt, währenddessen auf der anderen Seite die Sekretion 
von Aldosteron zu einer vermehrten Rückresorption von Natrium und Wasser 
aus dem Tubulussystem der Nieren führt. Sind die Tubulusepithelien intakt, 
entsteht nur wenig konzentrierter Urin mit niedriger Natriumkonzentration. Rei-
chen die aufgeführten Kompensationsmechanismen in der Niere bei anhalten-
dem Schock nicht aus, um den Kreislauf zu stabilisieren, kommt es zur Unter-
versorgung des Organs mit einer hypoxischen Endothelschädigung und daraus 
resultierender Steigerung der Gefäßwandpermeabilität. Lysosomale Enzyme 
und Thromboplastin („Tissue factor“) werden in das Blut freigesetzt und führen 
über die Aktivierung der Gerinnungskaskade zu einer DIC. Voraussetzung einer 
sich hieraus ergebenden Thrombozytenaktivierung mit Thrombusbildung ist die 
Änderung der Morphologie der Blutplättchen („shape change“), die Sekretion 
intrazellulärer Granula und die Aktivierung von Oberflächenrezeptoren, insbe-
sondere des Fibrinogenrezeptors (CD41-CD61). Werden alle Gerinnungsfakto-
ren verbraucht, kann es im Schockzustand zu schweren diffusen Blutungen 
kommen. Des Weiteren führt der Ausfall der ATP-abhängigen Pumpsysteme in 
den hypoxischen Zellen der Niere zu einer Verlagerung von Natrium und Was-
ser in die Zelle (hydropische Schwellung) und zu einer Ansammlung zytotoxi-
scher Radikale. Die Gewebeödeme können den Stofftransport stören und wei-
tere Organschäden hervorrufen (Plante et al. 1995). Der fortführende Verlauf ist 
durch  ischämische Tubulusschädigung charakterisiert, die zu einer akuten 
Tubulusnekrose führen kann, die wiederum histologisch pathognomonisch für 
das akute Nierenversagen (ANV) ist (Krautzig 2000). Während der 
Reperfusionsphase kommt es zum massiven Anfall von Sauerstoffradikalen, die 
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zur Schädigung von Zellproteinen sowie zur Störung der DNA und der Zell-
membran führen. Zudem treten Granulozyten aus den Gefäßen aus, um die 
Zelltrümmer zu entfernen. Durch Anlockung weiterer Entzündungszellen kön-
nen die Nieren in dieser Phase zusätzlich geschädigt werden. Dies wird auch 
als Reperfusionsschaden bezeichnet. Zur Verbesserung der Perfusion und zur 
Prophylaxe des Reperfusionsschadens ist der schnelle Einsatz adäquater VEL 
Therapie der Wahl (Siegenthaler 2006a).  
1.2.2 Renale Pathophysiologie im septischen Schock  
In Anbetracht der Tatsache, dass Sepsis und insbesondere der septische 
Schock wichtige Risikofaktoren für die Entwicklung eines akuten Nierenversa-
gens sind (Miyaji et al. 2003), ist wenig über die Pathogenese dieser Dysfunkti-
on bekannt (Tiwari und Vikrant 2000, Bagshaw et al. 2000, Chawla et al. 2007). 
Nachgewiesen ist jedoch, dass die Entwicklung des septischen ANV eine multi-
faktorielle Pathogenese umfasst, die im folgenden Abschnitt kurz erläutert wer-
den soll.  
Neben der bereits erwähnten Störung der glomerulären Mikrozirkulation (affe-
rente und mesangiale Konstriktion, unzureichende efferente Dilatation) ist eine 
Störung der medullären Mikrozirkulation (medulläre Kapillarstauung) bekannt, 
die auf eine Kombination von endothelialer Schädigung und tubulärer Dilatation 
zurückzuführen ist (Bock 1997). Die veränderte Hämodynamik infolge der Sep-
sis stellt, laut aktueller Datenlage, nicht die alleinige Ursache des septischen 
Nierenversagens dar. Nicht-hämodynamische Faktoren wie Endotoxine, sind 
ebenso an der Induktion und Unterhaltung eines septischen akuten Nierenver-
sagens beteiligt (Churchill et al. 1987, Tiwari und Vikrant 2000), wie die folglich 
aktivierten septischen Mediatoren. Deren toxische Wirkung auf die 
Tubuluszellen tragen entweder einzeln oder in Kombination zur Etablierung des 
akuten Nierenversagens bei (Badr et al. 1986). Diese tubuläre Zellschädigung 
fördert sowohl den passiven Rückstrom des glomerulären Filtrats in den 
Tubulus („Back-leak“) als auch den Abbau der Bürstensaummembran. Durch 
den anfallenden Zelldedritus wird die tubuläre Obstruktion begünstigt (Bock 
1997, Schelling und Haller 2000). Steigt der intratubuläre Druck durch die tubu-
läre Obstruktion über den ohnehin niedrigeren Filtrationsdruck an, kommt es 
zum Stillstand der glomerulären Filtration (Bock 1998).  
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Durch Redifferenzierungsvorgänge der überlebenden Tubulus-Restzellfraktion 
sowie eine gesteigerte Proliferationsrate kann im günstigsten Fall eine an-
schließende Regeneration bis hin zu Restitutio ad integrum stattfinden 
(Thadhani et al. 1996, Siegenhaler 2006c). 
Zudem wurden durch Nissenson sowohl subletale als auch letale Zellschädi-
gungen gefunden (Nissenson 1998), wobei Tubulusepithelien häufig nur 
subletal geschädigt werden. Es kann auch eine andere Form des Zelltodes in-
duziert werden, z.B. Apoptose, die nicht mit Zeichen einer Nekrose einhergeht 
und somit oft zu Unrecht als „akute tubuläre Nekrose“ bezeichnet wird (Schrier 
et al. 2004, Kellum 2008). Diese Form gilt als die wichtigste intrarenale Ursache 
des ANV (Siegenthaler 2005), wobei die histologischen Kriterien des ANV sehr 
unterschiedlich sein können. So konnte unter anderem eine interstitielle Infiltra-
tion mit polymorphkernigen Leukozyten und begleitendem intrazellulärem Ödem 
der peritubulären Kapillaren bei ultrastrukturell normalen Glomeruli im septi-
schen ANV nachgewiesen werden (Kikeri et al. 1986). Auch die ansteigende 
Körpertemperatur, als ein Kriterium der SIRS, fördert die bereits erwähnte 
hydrophische Schwellung der Zellen durch erhöhten ATP-Verlust (Loer et al. 
1999). Hinzu kommen viele schädliche diagnostische und therapeutische Inter-
ventionen wie z.B. der Einsatz radiologischer Kontrastmittel und die Verwen-
dung nephrotoxischer Antibiotika, wie Amphoterizin B, Aminoglykosid und 
Rifampizin (Kumar et al. 1992, Taber und Pasko 2008). 
 
Experimentelle therapeutische Ansätze konzentrieren sich bereits auf die Wie-
derherstellung der Mikrozirkulation (Endothelin-Rezeptor-Antagonisten), die 
Störung der Adhäsions- und Apoptosemechanismen (Integrin-Rezeptor-Blocker) 
sowie die Förderung der Nutzung von Wachstumsfaktoren, die offenbar die Re-
paratur-Prozesse entscheidend beeinflussen (Bock 1997). Ein früher, zielge-
richteter Volumenersatz scheint vor allem im septischen Schock signifikante 
Vorteile zu haben (Rivers et al. 2001, Macias et al. 2004). 
1.2.3 Akutes Nierenversagen 
Im Rahmen des septischen Schocks kann es, nach einer langen Kette patholo-
gischer Ereignisse, zum Ausfall lebenswichtiger Organe kommen. Studien zu-
folge beträgt die Prävalenz des akuten Nierenversagens (ANV) verbunden mit 
einer schweren Sepsis 40% (Oppert et al. 2008). Lediglich die Lunge ist mit 
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52% noch häufiger betroffen (Bloos 2008). Das ANV ist mit einer hohen Kran-
kenhausletalität assoziiert und hat einen gesonderten, unabhängigen Einfluss 
auf das Letalitätsrisiko (Chertow et al. 1998, de Mendonca et al. 2000, Schort-
gen et al. 2001). Prognostisch besonders ungünstig ist das ANV im Rahmen 
einer Sepsis (Yang et al. 2009) mit Multiorganversagen (25% aller ANV), wobei 
mit einer Letalität zwischen 50-90% gerechnet werden muss. Nicht selten treten 
hierbei zusätzlich kardiovaskuläre, respiratorische und metabolische Komplika-
tionen auf. Gegensätzlich früherer Meinungen gilt heute in der Regel der 
Grundsatz, dass solche Patienten nicht mehr am, sondern mit ANV versterben 
(Groeneveld et al. 1991, Metnitz et al. 2002, Kellum und Angus 2002, Schindler 
et al. 2008). Daher besteht die dringliche Notwendigkeit, die genauen 
pathophysiologischen Erklärungen zum Sepsis induzierten ANV nachzuweisen 
(Matejovic et al. 2007). 
Klinisches Bild: Dargelegt wird das ANV als eine plötzliche, jedoch prinzipiell 
reversible, Verschlechterung der Nierenfunktion. Parameter hierfür ist der An-
stieg der harnpflichtigen Substanzen Kreatinin und Harnstoff im Blut sowie die 
nur noch eingeschränkte Fähigkeit, den Flüssigkeits-, Elektrolyt- und Säure-
Basenhaushalt zu regulieren (Gillum und Brennan 1992, Bartels 1997). Werden 
die Konzentrationsgrenzwerte des Harnstoffs überschritten (Urämie), kommt es 
zu einem lebensbedrohlichen Vergiftungszustand, bis hin zu Bewusstseinsver-
lust und Zusammenbruch der Stoffwechselfunktionen. Zudem ist meist die 
Wasserausscheidungsfunktion der Niere betroffen, was sich in einem 
oligurischen bzw. anurischen Verlauf (Oligurie <500 ml Urin/d, Anurie <200 ml 
Urin/d) äußern kann (Rüter 2004).  
Therapie: Grundsätzliches Ziel ist es, die Perfusion und damit die Sauerstoff-
versorgung der Niere aufrechtzuerhalten sowie den Sauerstoffverbrauch zu re-
duzieren und damit die Ischämietoleranz der Niere zu steigern. Zusätzliche 
renale Noxen sind zu vermeiden (Adams 2007). Die wirksamste Prophylaxe des 
ANV ist die Volumentherapie, wodurch die renale Perfusion verbessert und die 
Flüssigkeits- und Natriumausscheidung gefördert wird. Ferner wird die 
Tubulotoxizität vieler nephrotoxischer Agentien (Medikamente, Kontrastmittel, 
Hämo-/ Myoglobin) bei gesteigerter tubulärer Durchströmung erheblich verrin-
gert (Dishart und Kellum 2000). Noradrenalin gilt durch Bereitstellung eines 
adäquaten Volumenperfusionsdruckes als Vasopressor der ersten Wahl (Aken 
et al. 2006).  
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1.3 Grundprinzipien der verschiedenen Volumenersatz-
lösungen 
Die entscheidende Säule der Therapie sowohl des septischen- als auch des 
hämorrhagischen Schocks ist, neben der Fokussanierung, eine an der zentral-
venösen Sauerstoffsättigung orientierte Kreislauftherapie mit dem Einsatz von 
VEL (Brunkhorst et al. 2007). Ziel der therapeutischen Maßnahmen ist eine 
Stabilisierung bzw. Wiederherstellung eines suffizienten Blutdruckes und damit 
die Beseitigung oder Verminderung einer Gewebehypoxie. Somit können die 
Hypoxie und Ischämie bedingten Schäden, einschließlich der Folgeschäden, 
während der Reperfusionsphase begrenzt werden. Die Wahl zwischen kolloida-
len und kristalloiden Mitteln in diesem Einsatzbereich wird hinsichtlich der Ne-
benwirkungen kontrovers diskutiert (Marx 2003). Eine Übersicht über die mo-
mentan verfügbaren Arten von VEL veranschaulicht Tab. 2. 
 
Tab. 2 Volumenersatzmittel 
Kristalloide Lösungen Kolloidale Lösungen  
   synthetische natürliche 
Ringer-Azetat-Lösung Hydroxyethylstärke = HES Humanalbumin 
Ringer-Laktat-Lösung (MW 40, 60, 70, 130, 200 oder 450;   
isotone NaCl-Lösung Konz 3%, 6% oder 10%; MS 0,38-0,7;   
Glukoselösung in balancierter oder unbalancierter Lösung)   
Elektrolyt-Infusionslösung E153 Gelatine   
Jonosteril  Dextrane    
Plasma     
MW = mittleres Molekulargewicht (kDa), Konz = Konzentration, MS = molare Substitu-
tion 
 
Kristalloide Lösungen sind reine Salz-Lösungen und entsprechen der physiolo-
gischen Osmolarität des Plasmas. Neben dem Verdünnungseffekt 
(Hämodilution) verfügen Kristalloide über einen geringen Einfluss auf die Blut-
gerinnung und besitzen kaum allergisches Potenzial. Weitere Vorteile sind in 
den geringen Kosten und einer Diurese steigernden Wirkung festzustellen 
(Haljamae 1999). Zudem enthalten diese keine Makromoleküle und werden 
somit nicht onkotisch in der Blutbahn fixiert. Folglich ist ihr Volumeneffekt gering 
und hält dazu nur sehr kurz an. Daher müssen sie im Verhältnis von drei bzw. 
vier zu eins infundiert werden, d.h. man benötigt etwa die drei- bis vierfache 
Menge des verloren gegangenen Volumens (Ottosson et al. 1991, Adams et al. 
1998). Die damit verbundene interstitielle Überwässerung mit Neigung zur 
Ödembildung und verminderter Gewebeoxygenierung stellt einen immanenten 
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Effekt der Volumensubstitution mit kristalloiden Lösungen dar (Adams et al. 
1998, Adams 2007). In Hinblick auf das Sepsisgeschehen können sowohl die 
systemische als auch die pulmonale Mikrozirkulation geschädigt werden (Arieff 
1999). Zudem wird die Möglichkeit einer massiven Elektrolytverschiebung durch 
Hämodilution im Zusammenhang mit der Entwicklung einer hyperchlorämischen 
Azidose diskutiert (Stephens und Mythen 2000, Waters et al. 2001). 
Balancierte kristalloide Lösungen, wie Ringer-Azetat-Lösungen, besitzen iso-
tonische (Osmolalität von etwa 290 mosmol/kg H2O bzw. eine Osmolarität von 
etwa 310 mosmol/l) und isoionische Eigenschaften. Von konventionellen Elekt-
rolyt-Lösungen unterscheiden sie sich insbesondere durch den physiologischen 
Chlorid-Anteil (etwa 103 mmol/l) und den Zusatz von Azetat bzw. Malat anstelle 
von Laktat (Adams 2007). Ein weiterer Vorteil von Ringer-Azetat-Lösungen ge-
genüber Laktat-Lösungen scheint in deren verbesserten Anwendbarkeit bei Le-
berfunktionsstörungen zu liegen, da der metabolische Abbau zu CO2 auch au-
ßerhalb des hepatischen Gewebes stattfindet sowie bei Laktatazidose und 
Hyperglykämie (Ungemach 2006).  
 
Während in den USA heutzutage in der Therapie Kristalloide bevorzugt einge-
setzt werden, ist die Hydroxyethylstärke-Lösung das in Europa, insbesondere in 
Deutschland, am häufigsten verwendete Kolloid (Sakr et al. 2007). Kolloidale 
(griech. κολλα , kolla = Leim) Lösungen verfügen je nach Präparat über einen 
besseren Volumeneffekt als Kristalloide und sind somit schneller in der Lage, 
einen Volumenmangel zu beheben. So haben jene Zubereitungen, durch den 
im Vergleich zum Plasma höheren kolloidosmotischen Druck, den Einstrom von 
Wasser aus dem Interstitium in die Gefäße zur Folge. Ein weiterer Grund für die 
längere intravasale Verweildauer könnte in der deutlich geringeren Diffusions-
kapazität sowie einer Steigerung bzw. Erhaltung des kolloidosmotischen Dru-
ckes trotz Sepsis induzierten Kapillarlecks zu sehen sein (Marx et al. 2002). 
Weiterhin minimieren die sogenannten Plasmaexpander die Ödembildung und 
verbessern darüber hinaus die Sauerstoffzufuhr, was wiederum die Organfunk-
tion entscheidend verbessert (Carlson et al. 1990, Marx 2009). Ferner wird 
durch die Umhüllung der Blutzellen durch den Kolloid-eigenen Film („Coating“) 
die Gerinnungsneigung vermindert und die Fließeigenschaft (Rheologie) ver-
bessert. Überdosiert führt dies wiederum zu Gerinnungsstörungen und ist daher 
dosislimitiert (Karow und Lang-Roth 2006).  
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Hydroxyethylstärke (HES) ist ein Derivat des Stärkemoleküls Amylopektin, wel-
ches aus Mais und Kartoffeln gewonnen wird. Durch seine 15-25 Glucose-
Einheiten hat es strukturelle Ähnlichkeit mit dem Glykogen der menschlichen 
Zellen (Dieterich und Unertl 1998). Infolge mannigfaltiger Variationsmöglichkei-
ten der Derivate ist derzeit eine Vielzahl von klinisch verfügbaren Lösungen auf 
dem Markt, die sich im Wesentlichen durch Konzentration, Molekulargewicht 
sowie Substitutionsgrad (Tab. 2) unterscheiden. 
Durch Einbringen von Hydroxyethylgruppen in das Molekül wird das Polysac-
charid vor dem raschen Abbau durch Serumamylase geschützt, nimmt eine 
verbesserte Wasserlöslichkeit an und verbleibt länger im Intravasalraum. HES 
kann aus Amylopektin mittels partieller Hydroxyethylierung hergestellt werden. 
Diese Substitutionsreaktion kann am C-Atom 2, 3 oder 6 ausgeführt werden, 
indessen die C2/C6-Substitutionsreaktion eine besondere Bedeutung für die 
Eliminierungsgeschwindigkeit (Karow und Lang-Roth 2006) und somit Wirkdau-
er zu haben scheint. Eine Erhöhung der molaren Substitution um 0,1 führt zu 
einer Verdopplung der Plasma-Halbwertszeit (Serumwerk Bernburg AG 2004). 
Der Volumeneffekt ist dabei abhängig von der Molekülgröße und der Kolloid-
konzentration (3% hypoonkotisch, 6% isoonkotisch oder 10% hyperonkotisch). 
Die hämodynamische Situation des Patienten, sein individuelles Enzymmuster 
und seine Nierenfunktion sind dabei nicht zu vernachlässigen (Serumwerk 
Bernburg AG 2004). 
Synthetische Kolloide enthalten, im Gegensatz zu natürlichen Humanalbumin-
Lösungen, Moleküle unterschiedlicher Größe, sodass üblicherweise deren Mit-
telwert angegeben wird.  
HES wird auf verschiedenen Wegen aus dem Intravasalraum eliminiert, wobei 
die metabolische Elimination durch Enzyme, wie z.B. α-Amylase und die zellulä-
re Elimination durch Speicherung im Retikuloendothelialen System (Sirtl et al. 
1999) nur einen geringen Teil ausmachen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass 
Hydroxyethylgruppen die enzymatische Spaltung verlangsamen. Dies kann mit-
unter eine langjährige Speicherung zur Folge haben. Zwischen 50-70% der ap-
plizierten HES werden renal eliminiert (Lenz et al. 2000), sofern sie die Nieren-
schwelle unterschreiten. Die maximale Rückresorptionskapazität liegt, je nach 
Literatur, bei einem MW von 40-100 kDa (Forster et al. 2001, Karow und Lang-
Roth 2006). Hochsubstituierte HES 450-Lösung kann demnach schlechter ab-
gebaut werden und wird vermehrt gespeichert (Treib und Haass 1997, Theisen 
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et al. 2002). Dies hat eine Kumulation zur Folge, die zu einem Anstieg der Se-
rumkonzentration der polydispersen Lösung und zur Erhöhung der Plasmavis-
kosität führt. Es gibt Hinweise, dass HES die Aktivierung von Endothelzellen 
und die Ausschüttung einiger Adhäsionsmoleküle hemmt (Nohe et al. 2002). 
Weitere bekannte Probleme sind, die durch HES induzierten anaphylaktischen 
Reaktionen bis zu 0,6% der Fälle (Arfors and Buckley 1989), die Speicherung in 
verschiedenem Gewebe, Juckreiz (Kimme et al. 2001, Eichhorn et al. 2006) und 
die Beeinflussung der Hämostase und Nierenfunktion (Davidson 2006).  
 
In der Gruppe der kolloidalen VEL existieren neben Plasmaexpandern auch 
Plasmaersatzmittel, wie Gelatine oder niedermolekulare HES. Mit einem plas-
maisotonen kolloidosmotischen Druck entspricht der Volumeneffekt nur der zu-
geführten Menge, da es nicht zu einem Einstrom von Wasser aus dem Intersti-
tium kommt (Treib und Haass 1997), sodass repetitive Applikationen notwendig 
werden können. Darüber hinaus kommt es im Vergleich zu hochmolekularer 
HES-Lösung zu keinem Plateaueffekt.  
Gelatine-Lösungen bestehen aus Polypeptiden, die durch den Abbau von tieri-
schem Kollagen gewonnen werden. Man unterscheidet succinylierte Gelatine, 
harnstoffvernetzte oder Oxypoly-Gelatine. Das BSE-Übertragungsrisiko liegt bei 
<1:1.000.000 (Laubenthal und Sirtl 1998). Bedingt durch die geringe Konzentra-
tion und einem MW von nur 30-35 kDa liegen Gelatine-Lösungen unter der Nie-
renschwelle, haben demnach eine verkürzte intravasale Verweildauer und ei-
nen nur begrenzten Volumeneffekt von 0,7% bis zu maximal 1,0%. Es erfolgt 
eine vollständige Metabolisierung und rasche Elimination über die Niere. Unge-
fähr 8% werden über den Darm und etwa 1% durch körpereigene Peptidasen 
abgebaut. Im Gegensatz zu HES ist weder eine Speicherung im Gewebe, noch 
eine Beeinträchtigung der Nierenfunktion bekannt. Dementsprechend besteht 
auch keine Dosiseinschränkung. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass 
Gelatine-Produkte das Komplement-System aktivieren und vor allem harnstoff-
vernetzte Gelatine eine Beeinflussung der Fibronektin-Konzentration mit Beein-
trächtigung der Fibrinpolymerisation ausübt (Innerhofer et al. 2002, Haas et al. 
2007). Sowohl in vitro als auch in vivo konnten spezifische Einflüsse auf die 
Gerinnselbildung (”Clot-Formation”) nachgewiesen werden (Mardel et al. 1996). 
Zudem ist ein Diurese steigernder Effekt bei Normovolämie bekannt. 
Anaphylaktoide Reaktionen werden je nach Literaturangabe mit einer Häufigkeit 
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von bis zu 0,4% angegeben (Laxenaire et al. 1994). Im Gegensatz zu HES, 
sind in den USA Gelatine-Derivate aufgrund dieser höheren Unverträglichkeits-
reaktionen seit dem Jahr 1978 vom Markt genommen worden (Kimme et al. 
2001). 
1.3.1 Pathomechanismen Volumen induzierter Nierenfunktions-
störungen 
Die nachteiligen Effekte von HES-Lösungen auf die Nierenfunktion schwer 
kranker Patienten bieten einen Ansatzpunkt für kritische Diskussionen (Marx 
2009). Bisher haben nur wenige Studien systematisch an diesem Thema gear-
beitet, die zudem auch noch zu widersprüchlichen Ergebnissen gelangt sind 
(Winkelmayer et al. 2003). Offensichtlich tritt im septischen Schock nach HES-
Applikation doppelt so häufig akutes Nierenversagen auf, als es bei der Infusion 
von Gelatine oder bei Volumensubstitution mit einer kristalloiden Lösung der 
Fall ist (Schortgen et al. 2001, Sumpelmann et al. 2008). Ähnliche Ergebnisse 
wurden in der deutschen multizentrischen kontrollierten Studie (VISEP) erzielt, 
in der Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock unter Verwen-
dung von 10% HES 200/0,5 im Vergleich zu Ringer-Laktat signifikant häufiger 
an ANV (34,9% versus 23,2%, p=0,003) erkrankten. Zudem beanspruchte die-
se Patientengruppe einen höheren Bedarf an Nierenersatzverfahren (Reinhart 
et al. 2008, Brunkhorst et al. 2008). Auch Zander et al. machten darauf auf-
merksam, dass biologisch schwer abbaubare HES-Lösungen mit hohem Mole-
kulargewicht einen unabhängigen Risiko-Faktor für ANV bei Patienten mit Sep-
sis oder septischem Schock darstellen können (Zander et al. 2007). Gegensätz-
liche Ergebnisse konnten in einer großen multizentrischen europäischen Beo-
bachtungsstudie (SOAP) präsentiert werden, wobei die Verabreichung von HES 
keinen Einfluss auf die Nierenfunktion und somit auch nicht auf die Notwendig-
keit eines Nierenersatzverfahrens hatte (Sakr et al. 2007). In einem Vergleich 
der Lösungen 6% HES 130/0,42 und 10% HES 200/0,5 eines in vitro 
Sepsismodells zeigten Wittlinger et al. zudem, dass die entzündliche Stimulati-
on unter keiner der beiden HES-Lösungen zu einer Schädigung der proximalen 
tubulären Zellen geführt hat (Wittlinger et al. 2008). Interessant ist, dass es im 
Vergleich beider Lösungen unter Verwendung von 10% HES 200 zu einem 
stärker schützenden Effekt in diesem Sepsismodell kam. Ergänzend dazu be-
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richteten Schaper et al. über entzündungshemmende Wirkungen durch HES in 
einem in vivo Sepsismodell in Ratten (Schaper et al. 2008).  
Durch unzureichende Hydratation wird tubuläre HES-Speicherung und 
Vakuolenbildung (Suttner und Boldt 2004, Auwerda et al. 2006) im Sinne einer 
osmotischen Nephrose (proximale tubuläre Schwellung) beschrieben, die sich 
negativ auf die Nierenfunktion auszuwirken scheint (Legendre et al. 1993). Je-
doch konnte bisher kein pathophysiologischer Zusammenhang zwischen den 
vakuoligen Veränderungen in den Nierentubuli ("osmotic nephrosis like lesions") 
und der Nierenfunktionsstörung gezeigt werden. Dem onkotischen Druck der 
kolloidalen Flüssigkeit kommt dabei vermutlich eine entscheidende Rolle zu, 
denn ist dieser zu hoch, sinkt die glomeruläre Filtrationsrate (Hauet et al. 1998) 
und demnach die Urinausscheidung. Daneben werden die hyperonkotischen 
Moleküle der Kolloide als Verursacher einer erhöhten Viskosität mit nachfol-
gendem Stillstand der tubulären Strömung gesehen, wodurch sie eine Obstruk-
tion im tubulären Lumen darstellen (Chinitz et al. 1971). Die beobachteten HES-
Ablagerungen im Gewebe scheinen dosisabhängig zu sein (Stander et al. 2001, 
Sirtl et al. 1999). Daher sollte die Wertung HES bedingter renaler Interaktionen 
nur unter Beachtung der einzelnen HES-Präparate und der infundierten Menge 
erfolgen (Vogt et al. 1998).  
Um die möglichen Pathomechanismen der HES induzierten Auswirkungen auf 
die Niere zu bewerten, verglichen Hueter et al. 6% HES 130/0,42, 10% HES 
200/0,5 mit Ringer-Laktat in einem isolierten Schweinenieren-Perfusionsmodell. 
Interessanterweise ergaben sich bei allen Volumen-Behandlungen, also auch 
unter Ringer-Laktat-Infusion, Vakuolen-Bildungen im renalen tubulären Epithel. 
Dies könnte für ein Epiphänomen ohne klinische Bedeutung sprechen (Hueter 
et al. 2009). Histologisch wurden eine renale interstitielle Proliferation, Makro-
phagen-Infiltration und tubuläre Schäden unter HES-Infusion ermittelt, wobei 
sich im Gegensatz zu 6% HES 130 vor allem durch 10% HES 200 vermehrt 
Entzündungszeichen zeigten (Hueter et al. 2009). In einer prospektiven Studie 
wurden ähnliche negative Auswirkungen auf die Transplantatfunktion der Niere 
infolge HES 200/0,62 Applikation beobachtet (Cittanova et al. 1996). Blasco et 
al. verglichen erst kürzlich die Effekte von 6% HES 130/0,4 und 6% HES 
200/0,6 auf die Funktion von Spendernieren und kamen zu dem Ergebnis, dass 
HES mit einem niedrigeren Substitutionsgrad im Zusammenhang mit der Nie-
renfunktion für den Empfänger von Vorteil zu sein scheint (Blasco et al. 2008). 
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Keine Beeinträchtigung der Nierenfunktion unter HES 200/0,5 nach Transplan-
tation wurde von zwei anderen Studien berichtet (Coronel et al. 1996, Deman et 
al. 1999).  
Im Gegensatz zu HES gibt es von Gelatine nur sporadische Berichte über die 
Auswirkungen auf Entzündungen und Endothelzellschäden (Adams 2007, Boldt 
et al. 2008). Patienten im Alter von 80 Jahren wurden in einer Studie während 
einer kardiochirurgischen Intervention mit 6% HES 130/0,4 oder 4% Gelatine 
therapiert. Verglichen mit den perioperativen Serumwerten nach Gelatine-
Behandlung stellte man am zweiten postoperativen Tag eine signifikante Sen-
kung von IL6, IL10 und ICAM-1 unter HES 130 fest. Demnach sprechen die 
Ergebnisse für reduzierte Veränderungen in der (kurzfristigen) Nierenfunktion 
und weniger endotheliale entzündliche Reaktionen verglichen mit Gelatine-
Therapie (Boldt et al. 2008). Auch Mahmood et al. verglichen die Wirkung von 
HES und 4% Gelatine auf die Nierenfunktion anhand von Kreatinin- und Harn-
stoffspiegeln im Serum sowie Immunglobulin G im Urin und kam zu ähnlichen 
Ergebnissen (Mahmood et al. 2007). Unter Volumengabe von 6% HES 130/0,4 
und 6% HES 200/0,62 verbesserte sich in einem Beobachtungszeitraum von 
120 Stunden die glomeruläre und tubuläre Funktion und der renale Schaden 
ging im Vergleich zur Gelatine-Therapie zurück. Zudem ergab sich in dieser 
Studie kein Unterschied unter den HES-Lösungen. In einer multizentrischen 
randomisierten Studie wurde die Häufigkeit von akutem Nierenversagen bei 
Patienten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock unter 6% HES 200/0,62 
und 3% Gelatine beurteilt (Schortgen et al. 2001). Dabei kam es zu einem signi-
fikant höheren Auftreten eines ANV unter HES 200 mit Serum-Kreatinin-Anstieg 
und Oligurie.  
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2 FRAGESTELLUNG 
Die Datenlage zur Bedeutung der Nierenschädigung infolge kolloidaler Volu-
menersatztherapie im septischen Krankheitsbild wird kontrovers diskutiert.  
In Anlehnung an das von Turnbull (Turnbull et al. 1995) und Eissner (Eissner et 
al. 2002) entwickelte tierexperimentelle „two-hit“-Sepsismodell, stellt die Frei-
setzung sepsisrelevanter Mediatoren wie z.B. IL6 oder TNFα, durch bakterielle 
Toxine, eine eigenständige pathogenetische Rolle bei der Entstehung eines 
akuten Nierenversagens dar. Das in dieser Studie verwendete Schockmodell 
am Schwein ist klinisch relevant und geeignet die Pathophysiologie des akuten 
Nierenversagens in der Sepsis zu untersuchen. 
 
Ultrastrukturelle Untersuchungen von Nieren mit septischem akutem Nierenver-
sagen zeigen eine interstitielle Infiltration mit polymorphkernigen neutrophilen 
Granulozyten (PMN). Da die Bedeutung der Pathomechanismen für den klini-
schen Verlauf noch Gegenstand der Forschung ist, ist es Ziel der vorliegenden 
Arbeit, die Ätiologie des septischen akuten Nierenversagens besser zu verste-
hen. Hierbei sollen insbesondere reale Auswirkungen verschiedener Volumen-
ersatztherapien auf Zellularpathologischer- und Genexpressionsebene bezüg-
lich Inflammation und Apoptose überprüft werden.  
 
Es sollen folgende Fragestellungen untersucht werden: 
 
1. Gibt es Unterschiede auf die Induktion von Inflammation und Apoptose in der 
Niere, in einem kombinierten Schockmodell (hämorrhagischer, konsekutiver 
septischer Schock) beim Schwein, unter Verwendung verschiedener Volumen-
ersatzlösungen? 
2. Lassen sich pathomechanistische Erklärungen finden, um den vermuteten 
nierentoxischen Effekt einer kreislaufstabilisierenden Therapie mit kristalloiden 
und kolloidalen Lösungen nachzuweisen? 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Tiermodell 
3.1.1 Versuchstiere 
Alle Experimente wurden in Übereinstimmung mit der Tierschutzkommission 
(Thüringer Landesamt für Lebensmittel-Sicherheit und Verbraucherschutz, 
Weimar, D) durchgeführt. Insgesamt wurden 23 klinisch gesunde, weibliche 
Versuchstiere (deutsche Landrasse) mit einem mittleren Gewicht von 30-35 kg 
und einem Durchschnittsalter von 3-5 Monaten in die Untersuchung einbezogen. 
Die Tiere wurden im zentralen Tierlabor (Leiter: Prof. Dr. Schubert) der Fried-
rich-Schiller-Universität Jena betreut. Alle Tiere stammten aus der Zuchtanlage 
Fraatz (Pölzig, D) und konnten sich nach dem Transport unter gleichen Hal-
tungsbedingungen (Tag-Nacht-Rhythmus: 12/12 h, Temperatur: ca. 22 ± 2°C, 
relative Luftfeuchte: ≥ 50 ± 10%, Lebensraum: 2x5 m Stall mit Fußbodenhei-
zung) einige Tage eingewöhnen. Die Betreuung in der Gruppe erfolgte über den 
Zeitraum der Einstallung bis zum Versuchsende durch Versuchstierpfleger. Alle 
Tiere hatten bis zum Vorabend des Versuchstages freien Zugang zu kommerzi-
ellem Schweinefutter und konnten bis zum Versuchsbeginn ad libitum Wasser 
trinken. Versuchsbeginn war in allen Fällen 7.30 Uhr morgens.  
3.1.2 Narkoseeinleitung  
Nach einer intramuskulären Prämedikation der Versuchstiere mit 4 mg/kg KG 
Ketamin und 0,3 mg/kg KG Midazolam wurde nach Wirkungseintritt der 
Prämedikation ein intravenöser Zugang am Ohr des Tieres gelegt. Darüber 
wurde die Narkose mit 2-3 mg/kg KG Propofol weitergeführt und es erfolgte die 
Intubation durch einen erfahrenen Tierarzt. Die Narkose wurde mit 8-12 mg/kg 
KG Propofol, Sufentanyl und Pancuronium unter ständiger Kontrolle der Vitalpa-
rameter Blutdruck, Sauerstoffsättigung und Herzfrequenz aufrechterhalten. 
Alle Tiere waren während der gesamten Versuchsdauer in Narkose und wurden 
durch den Anschluss an eine Druck kontrollierte Beatmungsmaschine „Servo 
Ventilator 900C“ (Siemens-Elema, Schweden) mit 10 ml/kg KG Atemzugvolu-
men überprüft und mit einem PEEP („Positive Endexspiratory Pressure“) von    
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5 cm H2O beatmet. Die Suffizienz der Beatmung wurde ständig anhand der ex-
spiratorischen CO2-Konzentration und der Sauerstoffsättigung kontrolliert.  
3.1.3 Sepsisinduktion und Versuchsablauf  
Nach Narkoseeinleitung, Intubation und Beatmung schloss sich gebräuchliches 
intensivtherapeutisches Monitoring an. Dazu wurden folgende Katheter durch 
chirurgische Freilegung der entsprechenden Gefäße steril eingebracht: 
 eine Schleuse in die V. jugularis externa, über diese wurde der 
Pulmonalarterienkatheter zur Messung von pulmonalarteriellem Druck 
und Herzzeitvolumen (HZV) in die Pulmonalarterie eingeschwemmt; 
 ein zentraler Venenkatheter (ZVK) in die V. jugularis interna zur Messung 
des zentralvenösen Druckes (ZVD) und zur Aufrechterhaltung der Nar-
kose; 
 ein Picco-Katheter zur Bestimmung des mittleren arteriellen Druckes 
(MAP), des transpulmonalen HZV, des intrathorakalen Blutvolumens 
(ITBV) und der Schlagvolumenvarianz (SVV) in die A. femoralis. 
Eine Mittellinienlaparotomie wurde durchgeführt, um folgende Prozeduren zu 
ermöglichen:  
• Anlegen eines Ileostomas, darüber erfolgte die Einführung eines 
Tonokapkatheters, um den pH-Wert und das regionale CO2 zu bestim-
men; 
• Anlage eines Blasenkatheters über eine Zystostomie. 
Hiernach wurde das Abdomen durch chirurgische Nähte verschlossen und es 
erfolgte eine orale Einführung eines weiteren Tonokapkatheters in den Magen 
zur Messung des regionalen CO2  als Indikator der Magenperfusion. 
Unter ständiger Kontrolle der Vitalparameter wurde nach einer 2 h Ruhephase 
ein hämorrhagischer Schock induziert. Hierbei wurden durch die Abnahme ei-
nes Blutvolumenanteils über die arterielle Schleuse für 45 min der MAP auf 
50% der Ausgangswerte gesenkt. Zur Schocktherapie wurde den Versuchstie-
ren danach mittels der entsprechend der Randomisierung ausgewählten VEL 
das fehlende Volumen retransfundiert. Es folgte eine postoperative Ruhephase 
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von 8 h, in der die Vitalparameter ständig überwacht und die Narkose aufrecht-
erhalten wurde.  Als Zielgröße für die Volumenersatztherapie, der zu untersu-
chenden Lösungen, war ein ZVD von 12 mmHg definiert. Die durchschnittliche 
Volumenmenge pro Versuchstier und -gruppe ist im Datenanhang (Tab. 3) dar-
gestellt. 
Zur Auslösung eines septischen Schocks infolge einer schweren Peritonitis 
wurden 8x109/kg KG E. coli vom O-Serotyp als Fibrin-Clot intraperitoneal ein-
gebracht. Das Transplantat wurde vom Institut für Mikrobiologie der Friedrich-
Schiller-Universität Jena bereitgestellt. Mit der entsprechend ausgewählten Vo-
lumenersatztherapie wurde 2 h nach Sepsisinduktion begonnen, wobei es sich 
in beiden Schockphasen immer um die jeweils gleiche VEL handelte. In den 
folgenden 10 h verblieb das Versuchstier ebenso in Narkose (Abb. 4).  
Ab diesem Zeitpunkt wurden stündlich Blutentnahmen durchgeführt und die er-
weiterten hämodynamischen Parameter (z.B. HZV, ITBV, SVV) gemessen. Alle 
anderen Messparameter wurden engmaschig dokumentiert.  
Nach insgesamt 23 h Beobachtungsdauer erfolgte die Euthanasie der Tiere in 
tiefer Allgemeinanästhesie mit einer letalen Dosis Magnesium-Lösung intrave-













Abb. 4 schematische Darstellung Versuchsaufbau. „Two-hit“-Modell: Als Baseline 
(BL) wurde die Zeit 2 h nach Operationsende (OP) angesetzt. Anschließend erfolgte 
der „first-hit“ mittels Einleitung eines hämorrhagischen Schocks für 45 min. Nun folgte 
eine 8 h Ruhephase mit erstmaliger VEL-Retransfusion. 2 h nach Einleitung des „se-
cond-hit“ mittels E. coli-Implantation, dem Zeitpunkt der Sepsisline (SL), erfolgte aber-
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3.2 Volumenersatztherapie und Gruppeneinteilung 
Während der operativen Instrumentierung und anschließenden Ruhephase er-
hielten alle Tiere Ringer-Azetat-Lösung. Zur Behandlung des hämorrhagischen- 
und septischen Schocks wurden ausschließlich die folgenden randomisierten 
VEL eingesetzt: 
• 6% HES 130/0,42 in balancierter Ringer-Azetat-Lösung;  
• 10% HES 200/0,5 in 0,9% isotonischer NaCl-Lösung; 
• 4% Gelatinepolysuccinat in balancierter Ringer-Azetat-Lösung; 
• balancierte Ringer-Azetat-Lösung. 
Die Sham-Tiere wurden in vergleichbarem Ausmaß den anästhesiologischen 
(Narkoseeinleitung) und chirurgischen (Katheteranlage) Prozeduren unterwor-
fen, jedoch ohne Initiierung des massiven Blutverlustes und der E. coli-
Implantation. Diese scheinoperierten Tiere dienten somit als gesunde Ver-
gleichsgruppe. 
Es handelt sich um eine randomisierte, experimentelle Kontrollstudie, bei der 
sich die Gruppenaufteilung durch Losverfahren ergab. Nach fünf Vorversuchen 
mit unterschiedlicher Bakterienanzahl und Therapie ergaben sich folgende Infu-
sionsaufteilungen: 
Gruppe Therapie Anzahl Versuchstiere 
Sham Ringer-Azetat 3 
Sepsis 6% HES 130 5 
Sepsis 10% HES 200 5 
Sepsis 4% Gelatine 5 
Sepsis Ringer-Azetat 5 
 
Die Auflistung der einzelnen Versuchstiere und deren randomisierte Zuordnung 
in Therapie-Gruppen befinden sich im Datenanhang (Tab. 4). 
3.3 Gewebeentnahme  
Nach Beendigung des Versuches erfolgten anhand standardisierter Sektions-
technik repräsentative Gewebeentnahmen: beide Nieren, Leber (rechter und 
linker Leberlappen), Milz, Jejunum, Myokard (Herzscheidewand), beide Lungen 
(je eine zentrale und eine periphere Entnahme aus allen 5 Lungenlappen). Das 
Gewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme präpariert und  
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(a) in 4% Paraformaldehyd zur Gewinnung von Paraffinschnitten und 
(b) in RNA-Later zur Präparation von mRNA aufgenommen. 
 
Das Haupt-Augenmerk dieser Arbeit im Zusammenhang mit den Fragestellun-
gen liegt auf der jeweils rechten und linken Niere eines jeden Tieres. 
3.4 Immunhistologische Arbeitsweisen 
Alle Reagenzien der folgenden Arbeitsschritte sind chronologisch mit Herstel-
lung und Herstellerfirma im Anhang (8.1) aufgeführt. 
3.4.1 Gewebeaufbereitung 
Durch einen Sagittalschnitt beider Nieren erhielt man jeweils einen Blick auf das 
Mark und die Rinde der Niere. Diese Organproben wurden in Biopsiekassetten, 
die mit einer Probennummer und dem Datum der Entnahme versehen wurden, 
eingeschlossen und 24 bis 48 h in 4% Paraformaldehyd kühl gelagert. Zum 
Waschen der Gewebeproben wurden diese 30 min mittels Magnetrührer in 1x 
PBS gespült. Anschließend wurden die Proben über 24 - 48 h in 70% Ethanol 
kühl gelagert und dann in den Entwässerungsautomaten „Histokinette“ (Fa. Lei-
ca TP 1020) eingebracht. Hier wurden die Gewebekassetten durch schrittweise 
Überführung in eine aufsteigende Alkoholreihe von 2x 70% EtOH, 2x 96%    
EtOH, 3x 100% EtOH, 1x über ein Gemisch aus 1:1 100% EtOH und reinem 
Xylol und 2x in Xylol entwässert. In zwei aufeinanderfolgenden Paraffinbädern 
wurden die Gewebekassetten schließlich in flüssigem ca. 58°C heißem Paraffin 
gelagert. Die Gesamtdauer betrug ca.12 h (jeweils eine Stunde pro Medium). 
Nach der Entwässerung wurden die Proben am „Einbettautomat“ (Fa. Leica EG 
1160) zu Paraffinblöckchen eingegossen. Die Blöckchen konnten nun bei Zim-
mertemperatur gelagert werden. Einen Tag vor dem Schneiden wurden sie bei  
-20°C eingefroren, um den Schneidevorgang zu erleichtern. Die Nieren wurden 
am Rotationsmikrotom (Fa. Leica RM 2165) auf eine Dicke von 4-6 µm ge-
schnitten, im Wasserbad auf beschriftete Objektträger (OT) gezogen und nach 
Trocknung bei Raumtemperatur gelagert. 
3.4.2 Entparaffinierung 
Im Folgenden werden die histologischen und immunhistologischen Färbungen 
beschrieben. Für eine sichere Bindung des Primärantikörpers am Antigen zur 
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spezifischen Anfärbung ist eine vollständige Entparaffinierung, der in Paraffin 
eingebetteten Schnitte notwendig. Dazu wurde das Gewebematerial für 10 min 
in Xylol, dann für weitere 5 min in frisches Xylol, 2x 2 min in 100% EtOH sowie 
jeweils 2 min in 96% EtOH, 80% EtOH, 60% EtOH, 50% EtOH (absteigende 
Alkoholreihe, Verdünnung mit Aqua dest.) und abschließend für 2 min in Aqua 
dest. gestellt. 
3.4.3 Eingesetzte Färbetechniken 
a) Histopathologische Übersicht (Hämatoxylin-Eosin-Färbung) 
Als routinemäßige Übersichtsfärbung eignet sich die Hämatoxylin-Eosin-
Färbung (HE-Färbung), da sie eine, ausschließlich auf morphologischen Kriteri-
en basierende, rasche histopathologische Beurteilung erlaubt (Boenisch 2006). 
Zudem ist sie einfach anzuwenden, standardisiert, zuverlässig und aufschluss-
reich (Stevens und Lowe 1997). 
 
b) Darstellung der PMN-Migration (Esterase-Färbung) 
Die Esterase wird spezifisch in Knochenmarkszellen exprimiert und färbt da-
durch vorwiegend neutrophile Granulozyten. Im vorliegenden dient sie als Spe-
zialfärbung zur Beurteilung des Entzündungsausmaßes, indem PMN in der Nie-
re angefärbt werden. Zelleigene Esterase bewirkt dabei enzymatische Hydroly-
se des Substrates von Naphtol AS-D Chlorazetat zu einer Naphtolverbindung, 
die in einer Kopplungsreaktion mit einem Diazoniumsalz zu einem wasserunlös-
lichen, rotvioletten Azofarbstoff reagiert.  
Nach der Entparaffinierung bediente man sich der Zytochemischen Reagenzien 
von Leucognost® NASDCL und deren Färbeprotokoll.  
 
1. Schnitte 30 min in frisch bereiteter Färbelösung C bei Raumtemperatur belassen 
2. 5 min waschen in Aqua dest. 
3. 30 sec Gegenfärbung in Hämatoxylin  
4. 5 min waschen in Leitungswasser und 1 min in Aqua dest. 
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c) Visualisierung der Apoptoserate (TUNEL-Färbung) 
Bei der sogenannten TUNEL (Terminal-Transferase-Uridin-Nick-End-Labeling)-
Methode handelt es sich um eine weit verbreitete Methode zur Erkennung von 
Apoptose in Gewebeschnitten. Während der Apoptose wird der DNA-Strang 
des Zellkerns durch die Aktivität der Ca2+-abhängigen Endonuklease fragmen-
tiert. Freiwerdende Hydroxylgruppen (3`-OH-Gruppen) werden durch enzymati-
sche Vermittlung der Terminal deoxynucleotidyl Transferase (TdT) mit markier-
ten Nukleotiden versehen. Der Nachweis der kondensierten Kerne wird mittels 
Chromogen DAB (braun) sichtbar gemacht. 
Zur Durchführung dieser Färbung wurden zwei konsekutive Gewebeschnitte auf 
einem OT vorbereitet. Ein Schnitt wurde als Probe, der zweite zum Ausschluss 
falsch positiver Färbereaktionen als Negativkontrolle, ohne TdT-Enzym, ver-
wendet. Es ist davon auszugehen, dass man interstitiell überwiegend 
Fibroblasten und Leukozyten anfärbt (Segerer et al. 2002, Alpers 2003).  
Methodische Probleme bei der Gewebefixation und das Ausmaß an Proteolyse 
in den Zellen führen nicht selten zu falsch positiven als auch falsch negativen 
Ergebnissen (Saraste 1999, Kang und Izumo 2000). Somit wurde vor Experi-
mentbeginn durch Änderungen in der Hitzevorbehandlung, in der Verdünnung 
des Anti-Digoxi-POD als auch durch Erprobung geeigneter Puffer, Verbesse-
rungen der Färbequalität erzielt (Shi et al. 1995, Labat-Moleur et al. 1998). Ne-
ben Citrat-Puffern, die verschiedene pH-Werte von pH 5, pH 6 pH 7,5 aufzeig-
ten, wurde auch mit Tris-Puffer pH 7,5 und pH 9; Tris/EDTA pH 9,5; Trypsin und 
Protease K experimentiert. Die besten Ergebnisse, zum Schutz der Proteine vor 
einer Denaturierung, konnten mit einer Hitzevorbehandlung in Citrat-Puffer pH 6 
(Boenisch 2006) erreicht werden. 
Die im Folgenden aufgeführten Schritte ließen die Färbung des Nierenparen-
chyms mittels der TUNEL-Methode zu. 
 
1. Hitze induzierte Antigendemaskierung: 20 min Inkubation der OT in 1x Citrat-Puffer 
bei 80°C in Dampfgarer 
2. Abkühlung: bei Raumtemperatur durch schrittweise Zugabe von 1x Citrat-Puffer für 
mindestens 20 min, waschen unter fließendem Aqua dest. für 3 min, Umrandung 
der Schnitte mit wasserfestem Stift auf Unterseite des OT 
3. Deaktivierung der endogenen Peroxidase: 10 min Einwirkung von 150 µl von 3% 
H2O2 auf jedem Schnitt bei Raumtemperatur 
4. Enzymreaktion: während des Waschens unter fließendem Aqua dest. für 3 min 
mischte man im Verhältnis 1:3 TdT Enzym und Reaktions-Puffer, Pipettierung von 
jeweils 20 µl vom Enzymgemisch auf den oberen Schnitt des OT und 20 µl 1x PBS 
als Negativkontrolle auf den unteren Schnitt; zum Schutz vor Austrocknung und 
Vermischung deckte man die einzelnen Schnitte mit Parafilm® ab, Inkubation für 1 h 
in Feuchtkammer bei 37°C 
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5. Blockierung: 150 µl von 1% Donkeyserum auf einen Schnitt für 10 min 
6. Anti-DIG-POD-Reaktion: Abkippung des Serums, Auftragung von 150 µl des ver-
dünnten Anti-Digoxigenin-POD pro OT, Parafilmabdeckung, Inkubation für 30 min 
in Feuchtkammer bei 37°C 
7. DAB-Färbung: waschen unter fließendem Aqua dest. für 10 min, Auftragung von 
150 µl der DAB Mischung auf jeden Schnitt für 10 min 
8. Gegenfärbung mit Hämalaun: waschen mit Aqua dest. für 10 min, Entfernung der 
Unterseiten-Markierung mit 100% EtOH, Behandlung mit Hämalaun für 15 sec, an-
schließende 10 min Bläuung unter fließendem Leitungswasser 
9. Eindeckung: danach erfolgte eine Dehydrierung der Paraffinschnitte in aufsteigen-
der Alkoholreihe, Xylol und abschließender Eindeckung mit Entellan 
 
d) Darstellung des glomerulären Bindegewebsgerüstes (Jones-Färbung)  
Die Perjodsäure-Silber-Methenamin-Imprägnation nach Gomori charakterisiert 
das glomeruläre Bindegewebsgerüst, indem Glykoproteine durch Versilberung 
in der Basalmembran dargestellt werden. 
1. Behandlung mit 1% Perjodsäure für 10 min 
2. waschen in Aqua dest. 
3. 30-90 min vor Auftragung der Silber-Methenamin-Lösung, diese auf 65°C erhitzen  
4. waschen in Aqua dest. 
5. Färbung in 0,2% Goldchlorid-Lösung  
6. waschen in Aqua dest. 
7. leichte Gegenfärbung mit Hämatoxylin und Eosin 
8. waschen in Wasser 
9. Eindeckung mit Entellan 
e) Darstellung des Bürstensaumes (Lektin-Färbung) 
Lektine sind Proteine, die spezifisch an bestimmte Saccharide der Zellmembran 
binden (Walker 1989). Das Lektin Phaseolus vulgaris erythroagglutinin (PHA-E) 
bindet spezifisch an den intakten Bürstensaum einer proximalen Tubulus-     
epithelzelle (Silva et al. 1993). In Abhängigkeit der PAH-Bindung kann somit 
indirekt über die Detektion eines intakten Bürstensaumes der akute Tubulus-
epithelschaden quantifiziert werden. Als Negativkontrolle wurde an Stelle des 
PHA-E nur Antikörper-Verdünnungslösung aufgetropft. 
 
1. Behandlung für 10 min mit 3% H2O2 in 70% Ethanol  
2. kurz in Aqua dest. waschen, 2x PBS für jeweils 5 min 
3. enzymatische Vorbehandlung mit Trypsin für 20 min bei 37°C Inkubation, 2x TBS 
4. 30 min Präblock (Zytomed, Reagent 1), 2x TBS  
5. Blockierung des endogenen Biotin mit Avidin/Biotin Blocking-Kit (nach Angaben des 
Herstellers) jeweils für 15 min bei Raumtemperatur 
6. Inkubation mit biotinyliertem Antikörper PHA-E bei Raumtemperatur für 60 min in feuch-
ter Kammer , 2x TBS 
7. 60 min bei Raumtemperatur Streptavidin Peroxidase Konjugat verdünnt in Antibody-
diluent 1:1600, 2x TBS  
8. 8 min Inkubation mit SG-Kit, 2x TBS, kurz in Aqua dest. waschen 
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f) Darstellung der Fibrinablagerung (MSB-Färbung) 
Um Fibrin darstellen zu können, wählt man die Martius-Scarlet-Blue-Färbung 
(nach Lendrum). Hierbei stellen sich die Erythrozyten gelb, Fibrin und glatte 
Muskelzellen rot sowie Kollagen und Zellkerne blau dar (Modarai et al. 2005).  
1. 5 min Färbung in Weigert's Hämatoxylin 
2. waschen in Leitungswasser und kurz in Aqua dest. 
3. 3 min Färbung in Martius yellow Gebrauchslösung (0,5%) mit anschließendem Wa-
schen in Leitungswasser 
4. Färbung mit Kristallponceau (1%) für 10 min, kurz in Aqua dest. waschen 
5. 30 sec Färbung mit Anilinblau (0,5%) 
6. spülen unter Leitungswasser und Eindeckung mit Entellan 
g) Darstellung von Glycogenspeicherung (PAS-Färbung) 
Die Perjod-Acid-Schiff’sche-Reaktion (nach McMannus) ist eine histochemische 
Reaktion zum Nachweis von bestimmten Kohlenhydraten, deren Glykolgruppen 
durch die Perjodsäure zu Aldehydgruppen oxidiert werden. Diese reagieren mit 
dem Schiff’schen Reagens und bewirken eine rot-violette Farbe. 
Glykogenreiche Zellen findet man z.B. in Bindegewebsfasern (Kollagen), Ba-
salmembranen und Zellwänden (Glykokalix). Die folgenden Färbeschritte wur-
den mittels kommerziell erhältlichem PAS-Färbesystem durchgeführt. 
 
1. 5 min Perjodsäure-Inkubation (0,5 %) bei Raumtemperatur 
2. waschen in Aqua dest. 
3. 15 min Inkubation mit Schiff’s Reagens (fuchsinschweflige Säure) bei Raumtemperatur 
4. waschen mit Leitungswasser 
5. Gegenfärbung mit Hämatoxylin für 1 min 
6. waschen mit Leitungswasser 
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3.4.4 Morphometrische Auswertung der histologischen Präparate 
Die Auswertung der Färbungen erfolgte anhand eines Durchlichtmikroskops 
(Olympus Provis AX 70, Fa. Carl Zeiss, Jena), während für die Dokumentation 
der histologischen und immunhistologischen Untersuchungen ein Photomikro-
skop (Typ Axio Cam MRc5, Fa. Carl Zeiss Oberkochen) zur Verfügung stand. 
Anschließend wurden die Fotos mit AxioVision AC Rel. 4.5 (Fa. Carl Zeiss) be-
arbeitet und gespeichert. Zu keinem Zeitpunkt der Bildverarbeitung wurden 
nicht-lineare Kompensationstechniken eingesetzt. Die Validierung und Auswer-
tung einzelner Histologie- und Immunhistologietechniken konnten in Kooperati-
on mit dem Institut für Pathologie, Medizinische Hochschule Hannover (MHH) 
durchgeführt werden. Unklare Zellverhältnisse sind dokumentiert und einem 
unabhängigen externen sachverständigen Pathologen (Dr. med. Clemens 
Bockmeyer) vorgelegt worden, der in Unkenntnis der Gruppenzuordnung der 
Gewebeproben war. 
Evaluation der Zahl inflammatorischer und apoptotischer Zellen 
Für alle Untersuchungen wurden Nierenschnitte zwischen 4 und 6 m verwen-
det. Die Auszählung wurde verblindet und mittels einer Doppelzählung der je-
weils rechten und linken Niere eines jeden Versuchstieres durchgeführt.  
Während man sich bei den übrigen Färbungen initial deskriptiv an den Effekten 
der typisch gefärbten Bestandteile eine allgemeine Übersicht über die Dimensi-
on des Gewebeschadens erarbeitete, quantifizierte man sekundär eine statisti-
sche Auswertung in Hinblick auf die Fragestellungen. Sowohl Entzündungszel-
len als auch apoptotische Zellen konnten durch Zellzählung bei einer 40x Ver-
größerung in der Niere mittels Esterase- und TUNEL-Färbung dargestellt wer-
den. Bei beiden immunhistologischen Färbungen wurde die Auszählung von 40 
Gesichtsfeldern für den Tubuli-interstitiellen Raum und von 40 Gesichtsfeldern 
für die Glomeruli gewählt.  
Statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse 
Mithilfe der Software SPSS 15,0 konnten verschiedene statistische Kenngrößen 
(Median, 1. und 3. Quartil sowie Interquartilbereich) für die deskriptive Charak-
terisierung der Stichprobenverteilung ermittelt werden, um mögliche Unter-
schiede zwischen den Gruppen festzustellen und graphisch darzustellen. Da 
lediglich ein kleiner Stichprobenumfang zur Verfügung stand und damit keine 
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genaue Aussage über die Normalverteilung der Daten möglich war, sind nicht-
parametrischen Tests herangezogen worden. In der vorliegenden Studie wurde 
eine verteilungsfreie Varianzanalyse nach dem Kruskal-Wallis-Test durchge-
führt. Dieser zeigte auf, dass unterschiedliche VEL einen Einfluss auf das Aus-
maß von Entzündungs- bzw. Apoptosezellen in den verschiedenen Komparti-
menten der Niere haben. Jedoch konnte damit nicht angegeben werden, unter 
welchen Gruppen dieser Unterschied besteht. Im Falle eines signifikanten Er-
gebnisses beim Kruskal-Wallis-Test ist für jedes Kompartiment ein paarweiser 
Vergleich der VEL mittels Mann-Whitney-U-Test angeschlossen worden. Dane-
ben wurde bei der geringen Fallzahl an Versuchstieren die exakte Signifikanz 
auf dem lokalen Niveau von p-Wert ≤ 0,05 akzeptiert. 
Mittels eines Boxplots erfolgte die graphische Darstellung der erfassten Daten, 
bei dem der Median, das obere und untere Quartil sowie der Minimal- und Ma-
ximalwert dargestellt werden.  
Evaluation des intakten Bürstensaumes an Tubulusepithelien 
In Analogie der beschriebenen Methode zur Bindung von PHA-E an 
Tubulusepithelien (Hill et al. 2007) wurden bei den septischen Tieren jeweils 
von der rechten Niere und bei den Sham-Tieren von beiden Nieren Paraffin-
schnitte angefertigt. Zur quantitativen Visualisierung des Signals wurden jewei-
lig von diesen Schweinenieren drei Bilder (100x Vergrößerung) mit einem neu 
entwickelten Computerprogramm ausgewertet. Eine Publikation zur Beschrei-
bung dieser Methode wurde bereits vom Institut für Statistik der MHH eingreicht 
(David et al. 2009, American Journal of Physiology - renal physiology). Hierbei 
wird zunächst eine bestimmte Farbe berechnet, mit der eine optimale Diskrimi-
nierung zwischen Hintergrundsignal und gebundenem PHA-E möglich ist. Im 
Anschluss wird die Differenz der Farbpixel (Hintergrundsignal und PHA-E-
Signal) gebildet und der Median von drei ausgewerteten Bildern kalkuliert (Pixel 
count). Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney-U-Test (p-Wert ≤ 0,05) 
angeschlossen. Als nützliche Zusammenfassung des vorliegenden Datensatzes 
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3.5 Molekularbiologische Methode 
3.5.1 RNA-Isolierung 
Die in RNA-later™ (QIAGEN, Hilden, D) zur Stabilisierung der RNA aufgenom-
menen Gewebeteile der Niere wurden in RNase freien 0,5 ml Tubes bei -80°C 
gelagert. Bei der Lagerung sowie dem Transport auf Trockeneis war zu jedem 
Zeitpunkt eine ununterbrochene Kühlkette gewährleistet. 
Zur schnellen und zuverlässigen RNA-Isolation hat sich bei den folgenden Un-
tersuchungen der RNeasy® Mini-Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D) bewährt, der 
folgende Komponenten enthält: RLT-Puffer, RW1-Puffer, RPE-Puffer, RNeasy 
Mini-Säulen und RNase freie 1,5 ml Tubes. Jeweils 30 mg Nierengewebe wur-
de abgewogen und in 600 µl RLT-Puffer (mit 10 µl 2-Mercapto-EtOH, Sigma pro 
1 ml RLT-Puffer versetzt) gegeben. Anschließend erfolgte eine Lyse des Ge-
webes durch einen Scherstresshomogenisator (Miccra D-1), der nacheinander 
mit RNA-later, RNase freiem Wasser (DEPC-treated water) und 70% RNase 
freiem EtOH gespült wurde. Folglich wurden Zelltrümmer abzentrifugiert 
(16000x g, Moel 5415D, Eppendorf) und der Überstand im Verhältnis 1:1 mit 
70% Ethanol vermischt. Auf die Säulen wurden jeweils 700 µl des Materials 
pipettiert und 15 sec zentrifugiert (8000x g). Das Eluat wurde verworfen und 
nach vollständiger Probenzentrifugation wurden 700 µl RW1-Puffer zum Wa-
schen auf die Säule gegeben. Nach dem gleichen Zentrifugationsschema und 
wiederholtem Waschen wurde abermals das Eluat abgetragen. Die Säulen 
wurden nun in neue 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäße versetzt und bei 2 min 
Zentrifugation getrocknet. 30-50 µl des leicht angewärmten RNase freien Was-
sers  wurde direkt auf die Membran der Säulen pipettiert und 1 min bei 40°C auf 
einem Thermoblock (Bio-Rad) inkubiert. Nach abschließender 1 min 
Zentrifugation (8000x g) erhielt man eine wässrige RNA-Lösung als Eluat im 
Tube. 
Zur Qualitätskontrolle der extrahierten RNA wurde in 1 µl der jeweiligen RNA-
Probe anschließend die Lichtabsorption mittels Nano-Drop® ND-1000 Spektral-
photometer (Software: NanoDrop ND-1000 3.1.2) bei Wellenlängen von 260 nm 
und 280 nm und einer Schichtdicke von 1 mm gemessen. Aus jeweils drei Mes-
sungen einer Probe wurde der Mittelwert bestimmt. Zusätzlich stellt die photo-
metrische Analyse niedermolekulare Verunreinigungen durch 
Quotientenbildung OD260/OD280 dar. Es wurden lediglich Proben eingesetzt, de-
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ren Quotient zwischen 1,7 und 1,8 bestimmt wurde. Eine OD260 entspricht 40 
µg/ml, wobei sich die Nukleinsäurekonzentration somit nach folgender Formel 
berechnet:  
 
    c [µg/µl] = OD260 nm x Verdünnungsfaktor x 40 (für RNA) 
 
Die Lagerung der RNA-Lösung erfolgte bis zur weiteren Verarbeitung ebenfalls 
bei -80°C. 
3.5.2 Denaturierende elektrophoretische Trennung von RNA  
Um die Integrität und Reinheit der RNA zu prüfen, wurde eine denaturierende 
RNA-Gelelektrophorese durchgeführt. Ethiumbromidmoleküle interkalieren da-
bei zwischen den Basen der RNA mit Veränderung des Anregungsspektrums. 
Folglich erhöht sich die Fluoreszenz des Farbstoffes bei Anregung mit ultravio-
lettem Licht. Die Lichtintensität verhält sich dabei proportional zur vorliegenden 
RNA-Konzentration sowie zur Länge der Nukleinsäure. 
Für die Realisierung dieser Prozesse benötigt es eine Reihe spezieller Puffer, 
die in Tab. 5 chronologisch nach der Durchführung der Arbeitsschritte aufgelis-
tet sind. 
 
Tab. 5 Pufferherstellung für RNA-Analyse 
10x FA-Gel-Puffer 200 mM MOPS (freie Säure) 
50  mM Na-Azetat 
10 mM EDTA 
auf pH 7,0 mit NaOH einstellen 
1x FA-Lauf-Puffer 50 ml 10x FA-Gel-Puffer 
10 ml 37% Formaldehyd-Lösung  
440 ml Aqua dest. 
5x RNA  
Loading-Puffer 
0,016 ml gesättigte wässrige Bromphenolblau-Lösung 
0,08 ml 500mM EDTA (pH 8,0) 
0,720 ml 37% Formaldehyd  
2,0 ml 100% Glycerol 
3,084 ml Formamid 
4,0 ml 10x FA-Gel-Puffer 
0,1 ml RNase freies Wasser 
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Für die Gelpräparation wurde 0,48 g Agarose (Invitrogen™, Life Technologie) in 
36 ml Aqua dest. suspendiert und anschließend für einige Minuten in der Mik-
rowelle (Fa. Monacia) bis zur vollständigen Auflösung erhitzt. Nach Zugabe von 
4ml 10x Gel-Puffer und einer Abkühlung auf 65°C erfolgte die Beifügung von 
1,8 ml 37% Formaldehyd-Lösung sowie 1 µl (10 mg/ml) Ethidiumbromid (Sigma) 
zum Anfärben der Banden. Dieses Gemisch wurde anschließend sofort in eine 
nivellierte Elektrophoresekammer (Owl Separation Systems, Easy Cast) gegos-
sen und in Gelkämme eingesetzt. Nach ca. 1 h war das Gel polymerisiert und 
konnte nun 30 min in 1x FA-Gellauf-Puffer äquibrilliert werden. 
Derweil wurden die Proben auf Eis aufgetaut und 1 µl Probe (Gesamtmenge ca. 
1 µg) mit 4 µl RNase freiem Wasser und 1 µl 5x RNA-Loading-Puffer vermischt. 
Nach Denaturierung durch 5 min Aufheizung auf 65°C im Thermocycler (Bio 
Rad) wurden die Proben sofort wieder für mindestens 2 min auf Eis gestellt und 
nach Kammentfernung zügig in die Geltaschen gefüllt. Die elektrophoretische 
Auftrennung der Nukleinsäuren erfolgte bei einer Spannung von 60 V. Die RNA-
Wanderung dauerte ungefähr 2 h. Abschließend wurde das Gel im UV-
Detektionsgerät (Fa. Herolab) visualisiert und mittels geeigneter Software 
(easyWin32) wurden die Resultate dokumentiert. Als positiv wurde das Ergeb-
nis gewertet, wenn zwei scharfe Banden (entsprechend 18S und 28S 
ribosomaler RNA) erkennbar waren, wobei die 28S Bande eine ca. 2x erhöhte 
Intensität aufwies.  
3.5.3 cDNA-Synthese 
Nach bereits transkribierter Arbeitskopie eines Gens der RNA, genannt „mes-
senger“-RNA (mRNA), wird nun durch Zuhilfenahme von Reverser Transkripta-
se (RNA-abhängige DNA-Polymerase) eine doppelsträngige codogene DNA 
(cDNA) gewonnen. Deren Herstellung erfolgte mittels cDNA Synthesis-Kit 
(Bioline GmbH, Luckenwalde, D). Zum Erreichen einer Standardisierung wurde 
nach spektrophotometrischer Messung eine RNA-Konzentration von 1,00 g 
RNA-Probe auf insgesamt 10,00 l RNase freiem Wasser (DEPC) eingestellt. 
Für den Versuchsansatz wurden folgende Lösungen eingesetzt: 
 
RNA (1,0 g)  10,00 l 
Oligo 18 Primer-Mix   1,00 l 
dNTP-Mix 10 mM    1,00 l   
Gesamtvolumen  12,00 l 
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Es wurden Oligo-Primer eingesetzt, die spezifisch an den poly-Adenin-Schwanz 
der mRNA binden. Im Peltier Thermal Cycler (Biorad) wurden die Proben für 10 
min bei 65°C denaturiert und anschließend für 2 min auf Eis gestellt. Vor Beginn 
der Reversen Transkription wurden 8,00 l RT-Mix hinzugefügt (Gesamtvolu-
men 20,0 µl): 
 
5x Bioscript-Puffer  4,00 l 
RNase-Inhibitor  1,00 l 
Bioscript (200 Units/l) 0,25 l 
RNase freies Wasser 2,75 l 
Gesamtvolumen  8,00 l 
 
Im Thermocyler wurde nun folgendes Programm gefahren: 
 
Primer-Anlagerung und Extension 42°C  50 min 
Denaturierung    70°C  15 min 
Kühlung       4°C  <12 h 
 
Die Proben wurden auf eine Endkonzentration von 5,00 ng/l, bezogen auf die 
eingesetzte RNA-Menge, eingestellt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei          
-20°C. 
 
3.5.4 Primerdesign  
Für die Aussagekraft der in einer qRT-PCR gewonnenen Daten ist es unab-
dingbar, im Vorfeld die eingesetzten Primer zu überprüfen. Hierzu wurde nach 
Literaturrecherche geeigneter schweinespezifischer Primer (www.pubmed.com) 
in einer Genomdatenbank (www.ensembl.org) die Transkriptsequenz ermittelt 
und in einem Primerdesignprogramm (http://frodo.wi.mit.edu/) die entsprechen-
den Primer generiert. Folgende Kriterien mussten die Primer erfüllen: 
 
 resultierendes Transkript < 200 bp; 
 Forward- und Reverseprimer binden in zwei verschiedenen Exons; 
 Annealingtemperatur beider Primer ≥ 60°C; 
 Länge der Primer ≥ 20 bp; 
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 Forward- und Reverseprimer unterscheiden sich in der Länge um maxi-
mal 2 bp; 
 keine homologen Sequenzen innerhalb der Primer, um Primerdimere zu 
vermeiden; 
 Abgleich des entstehenden Produktes in einer Genomdatenbank um Co-
Amplifikate ausschließen zu können.  
 
Die Synthese und Bereitstellung der Primer erfolgte durch biomers.net GmbH 
(Ulm, D). Die schweinespezifischen Primer zum qualitativen und quantitativen 
Gennachweis, die Länge des zu synthetisierenden DNA-Abschnittes und die 
Länge des Amplifikats werden nachfolgend tabellarisch aufgeführt (Tab. 6).  
 
Tab. 6 Übersicht zu den verwendeten schweinespezifischen Primern  
Gen Primer  bp 
P53 fw 5`-CGA ACT GGC TGG ATG AAA AT-3` 
rv AGA AGG GAC AAA GGA CGA CA-3` 
  125 
 
TNFα fw 5`-CCG ACT ATC TGG ACT TTG CTG-3` 
rv 5`-GTG AGG GGG TCT GAA GGA GTA-3` 
  126 
IL6 fw 5`-CAG CTA TGA ACT CCC TCT CCA C-3` 
rv 5`-CAC CTT TGG CAT CTT CTT CC-3` 
  120 
CASP3 fw 5`-GAC CAT AGC AAA AGG AGC AG-3` 
rv 5`-TCT ACA GCA GTC CCC TCT GAA-3` 
  129 
C/EBP-β fw 5`-ACA GCG ACG AGT ACA AGA TCC-3` 
rv 5`-ACA GCT CCA CCT TCT TCT-3` 
  153 
ACTB fw 5`-CTG GAC TTC GAG CAG GAG AT-3 ` 
rv 5`-GGA AGG AGG GCT GGA AGA-3` 
  121 
 
Da die Konzentration jedes Primers in der gelieferten Lösung bekannt war, 
konnte die erforderliche Konzentration der Primer in der PCR jeweils durch Zu-
gabe einer festgesetzten Menge von RNase freiem Wasser vorbereitet werden. 
Anschließend erfolgte die Lagerung der Primer bei -20°C. 
3.5.5 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) 
Die qRT-PCR basiert auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals, das während 
der Amplifikation proportional zum PCR-Produkt entsteht (Lee et al. 1993, Livak 
et al. 1995). Im Gegensatz zur Endpunkt-Detektion einer konventionellen semi-
quantitativen PCR ermittelt die qRT-PCR die während jedes Zyklus` emittieren-
de Fluoreszenz als einen Parameter für die Template-Vermehrung während der 
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exponentiellen Phase der PCR (Higuchi et al. 1992, Higuchi et al. 1993). Sie 
dient somit dem Nachweis eines bestimmten DNA-Abschnittes mit Mengenbe-
stimmung und wird vielfach für die medizinische Diagnostik, Targetsuche oder 
Grundlagenforschung verwendet. 
Für die in der vorliegenden Arbeit angewandte Methode wurde der Fluores-
zenzfarbstoff im Super Array Green Super-Mix (Fa.Biorad) eingesetzt. Vor Be-
ginn der Experimente wurde der „Super-Mix“ auf ca. 36°C mittels Thermomixer 
comfort (Eppendorf) erwärmt und anschließend kurz zentrifugiert. Die verwen-
deten Primer sind in Tab. 6 zusammengefasst. Zur Gewährleistung eines quali-
tativ hochwertigen und reproduzierbaren Versuchsablaufs wurden folgende Re-
agenzien durch einen Pipettierautomaten CAS-1200 (Corbett Research, Was-
serburg, D) zusammengefügt: 
 
Primer-Mix (je Primer)  
  20,00 l   Primer fw  
  20,00 l   Primer rv  
960,00 l  RNase freies Wasser 
 
Master-Mix  
  5,00 l   Primer-Mix 
10,00 l  Super-Mix 
 
Nun wurden die cDNA-Proben auf Eis aufgetaut. Pro Well einer 96-Well-Platte 
ergaben sich folgende Volumina der Reagenzien für die jeweiligen PCR-
Ansätze: 
 
15,00 l   Master-Mix 
  5,00 l  cDNA-Probe 
20,00 l  Gesamtvolumen 
 
Alle PCR-Ansätze wurden automatisch in 0,1 ml Strip Tubes für Rotor-Gene 
(LTF-Labortechnik GmbH & Co.KG, Wasserburg, D) pipettiert und konnten hin-
terher unter ständiger passiver Blockkühlung in einem Thermocycler System 
Corbett Life Science-Rotor-Gene 6000 (Bosch, Sydney, Australien) für die an-
schließende qRT-PCR eingesetzt werden. Mit der gleichnamigen Software er-
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folgten nun die Messungen und Auswertungen der cDNA-Expressionslevel mit 
einem etablierten „3 step-fast“-Temperaturprofil (Tab. 7). 
 
Tab. 7 PCR Protokoll für Corbett 
SCHRITT ZYKLUS DAUER TEMPERATUR 
Erste Denaturierung 1 10min 95°C 
Denaturierung 5 15sec 95°C 
Annealing  30sec 60°C 
Extension  30sec 72°C 
Denaturierung 35 1sec 90°C 
Annealing  10sec 60°C 
Komplettierung  20sec 72°C 
Schmelzen 0,5°C 90sec 72°C-95°C 
 
Durch die zweifache Erhitzung konnte sicher gegangen werden, dass sich so-
wohl die DNA-Doppelstränge als auch Primer vollständig voneinander getrennt 
haben. Von allen Proben wurde eine Dreifachbestimmung der Amplifikationsre-
aktionen durchgeführt sowie eine anschließende Schmelzkurvenanalyse des 
Amplifikats zur Überprüfung der Spezifität der PCR-Produkte. Die Schmelztem-
peratur ist dabei abhängig von der Größe und der Basensequenz des 
Amplifikats, sodass bei Vorliegen von nur einem PCR-Produkt (100% Spezifität) 
auch nur ein eindeutiger Peak in der Schmelzkurve auftritt (Ririe et al. 1997, 
Pietila et al. 2000, Lipsky et al. 2001). Um eine ausreichende Sensitivität zu er-
zielen, wurde der Parameter der Effizienz herangezogen. Nun konnte zwischen 
Zielprodukt und unspezifischer DNA differenziert werden. 
3.5.6 Molekularbiologische Auswertung 
Normierung und quantitative Analyse 
Sämtliche Daten wurden auf den Mittelwert des Referenzgens – auch „house 
keeping gene“ genannt – scheinoperierter Schweine (Sham-Tiere, n=3) bezo-
gen. Bei „keeping genes“ handelt es sich um Gene, die in jedem Gewebe in 
relativ gleichem Maße exprimiert werden und der Qualitätssicherung einer Posi-
tivkontrolle mit Primern dienen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde als solches 
Gen β-Actin (ACTB) gewählt.  
Die relative Genexpressionsrate eines Zielgens (target) wurde auf der Basis der 
Amplifikationseffizienz (E) und der Treshold-Cycle-Differenz (∆CP) einer Probe 
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Abb. 5 Formel nach Pfaffl (Pfaffl 2001) 
 
Die Effizienz wird bestimmt, indem die CP-Werte („Crossing Point“) gegen den 
Logarithmus der Startkonzentrationen aufgetragen werden. Mittels logarithmi-
scher Regression wird die Regressionsgerade berechnet, aus deren Anstieg 
sich die Effizienz ergibt.  
Daraufhin wurden die Ratios zur Basis 2 logarithmiert. So konnte der arithmeti-
sche Mittelwert der Proben und der Standardfehler des Mittelwertes (STABW) 
berechnet werden. Gene wurden als differenziell reguliert angesehen, die eine 
Hoch- bzw Herunterregulierung um mehr als den Faktor 2 aufwiesen. Nun 
konnten die Zusammenhänge linear abgebildet werden. 
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4 ERGEBNISSE 
Zur Überprüfung der Relevanz von Entzündung und Zelltod in der Niere septi-
scher Versuchstiere infolge persistierender Behandlung mit verschiedenen VEL, 
wurden diese auf den verschiedenen Ebenen der Histopathologie und Genex-
pression betrachtet.  
Bei allen folgenden histologischen Auswertungen wurde besonderes Augen-
merk auf die Strukturen der Glomeruli und den Tubuli-interstitiellen Raum der 
Niere gelegt, um zwischen Insult bedingten histopathologischen Veränderungen, 
insbesondere in verschiedenen Kompartimenten wie Nierenrinde, Nierenmark, 
Tubuläres System und bindegewebigen „Straßen“ mit Gefäßen und Nerven 
(Interstitium) unterscheiden zu können. 
4.1 Immunhistologische Ergebnisse 
4.1.1 HE-Färbung 
Im Rahmen der HE-Färbung konnten bei den histologischen Nierenschnitten 
suffiziente Zeichen des akuten Nierenversagens bei allen Präparaten der septi-
schen Versuchstiere versus der Sham-Tiere festgestellt werden. Darüber hin-
aus konnten sowohl in den Glomeruli als auch im Tubuli-interstitiellen Raum 
Einblutungen (Abb. 6) und Tubulusepithelschäden unterschiedlicher Ausprä-
gungen festgestellt werden, die jedoch mittels HE-Färbung nicht näher differen-
zierbar waren. Im Folgenden wurden daher Methoden zur detaillierten und mög-
licherweise quantitativen Beschreibung des Ausmaßes der Nierenschädigung 
angestrebt. Da jedoch auch mithilfe eines erfahrenen Nephropathologen keine 
Einteilung der Gewebeschädigung nach einem Scoring-System möglich war, 
wurde die vorliegende Forschungsarbeit um Spezialfärbungen erweitert, die 












Abb. 6 Übersichtsdarstellung von Nephronen. 
Darstellung einer massiven Einblutung in die 
Glomeruli und den Tubuli-interstitiellen Raum. 




Histologische Befunde der Esterase-Färbung 
Esterase ist sowohl in Knochenmarkstammzellen als auch in eosinophilen 
Granulozyten, Monozyten, Plasmazellen, Megakaryozyten, Erythrozyten, 
Histiozyten und Makrophagen aktiv. Daher wurden im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit nur große rundovale Zellen mit sichtbaren Granula als Esterase-
positive PMN bewertet. Diese PMN fungieren als Phagozyten des angeborenen 
Immunsystems und werden auch als Neutrophile bezeichnet, da sich ihre 
Granula im Zytoplasma nicht mit HE anfärben lassen (Mims 2006). Die Anzahl 
der eingewanderten Zellen im Gewebe stellt ein gebräuchliches Maß zur Ab-
schätzung des Entzündungsgrades dar (Gee 1984). Ausgangspunkt der Unter-
suchung war die Frage nach dem Entzündungsausmaß in den Glomeruli sowie 
im Tubuli-interstitiellen Raum infolge der Verabreichung verschiedener VEL in 
septischen Versuchstieren.  
Die histologische Auswertung mithilfe der Esterase-Färbung zeigte in allen sep-
tischen Versuchstieren im Vergleich zu den nicht exponierten Tieren eine er-
höhte Dichte Neutrophiler. Auffällig war, dass die PMN sich vorwiegend in den 
Glomeruli und dort vor allem im viszeralen Blatt der Bowman-Kapsel ansam-
melten, was auf eine beträchtliche Entzündung des Endothels, der Balsallamina 
und der Podozyten hinweist.  
   HE 
Sepsis 
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Als Positivkontrolle wurde das mit Leucognost®
 
NASDCL gefärbte Knochen-







Abb. 7 Abschätzung des Entzündungsausma-
ßes durch eingewanderte PMN-Zellen. (A) 
Sham-Niere ohne sichtbare Entzündungszellen. (B) 
PMN im visceralen Blatt des Glomerulum. Als deut-
lich pinkfarbene und gut auszählbare Partikel von 
umliegendem Gewebe und Zellen unterscheidbar 
(Pfeil).  









A      Esterase 




Statistische Auswertung der Esterase-Färbung 
Tab. 8 gibt einen Überblick über die unterschiedlich therapierten Versuchstiere 
und deren Anzahl Esterase-positiver Zellen in den verschiedenen Bereichen der 
Niere. Im Rahmen der Untersuchung ist auch bei den Kontrolltieren ein gerin-
ges Aufkommen von PMN identifiziert worden, was als Resultat der Operation 
bedingten Stress-Situation als plausibel anzusehen ist. 
 
Tab. 8 Anzahl Esterase-positiver Zellen in den verschiedenen Kompartimenten 
Gruppen Anzahl  Tiere  
Glomeruli Tubuli-interstitiell 
Median 
(Zellzahl/40 GF) IQB 
Median 
 (Zellzahl/40 GF) IQB 
Sham 3 64,3 31,5 3,8 0,3 
Sepsis + HES 130 5 100,3 92,5 9,3 5,2 
Sepsis + HES 200 5 178,0 65,6 11,4 2,15 
Sepsis + Gelatine 5 109 90,5 5,9 5,0 
Sepsis + Ringer 5 84,8 39,6 6,4 7,6 
Aus der Anzahl Esterase-positiver Zellen pro Gesichtsfeld (GF) beider Nieren eines 
Tieres wurde der Median sowie der Interquartilbereich (IQB) pro Gruppe errechnet. 
Das Entzündungsausmaß ist in den verschiedenen Kompartimenten Glomeruli und 
Tubuli-interstitieller Raum dargestellt. 
 
Im Rahmen der Untersuchung von Entzündungsprozessen in der septischen 
Niere konnte eine Zentrierung in die Glomeruli festgestellt werden. Die Auswer-
tung der mit Esterase gefärbten Nierenschnitte zeigte in der unstimulierten 
Kontrollgruppe einen Zentralwert von 64,3 in den Glomeruli. Alle anderen Grup-
pen, die sowohl einen hämorrhagischen als auch septischen Schock erlitten, 
wiesen eine höhere Anzahl an Entzündungszellen auf. Gegenüber der Sham-
Gruppe stellte sich bei den Versuchstieren, die mit 10% HES 200 (178,0) thera-
piert wurden, eine dreifache Erhöhung an Entzündungszellen in beiden Kom-
partimenten dar. Versuchstiere, die 6% HES 130 (100,3) oder 4% Gelatine er-
hielten, zeigten im Vergleich ein ähnliches Korrelat an entzündlichen Verände-
rungen.  
 
Der Kruskal-Wallis-Test (Tab. 9, Datenanhang) ergab signifikante Unterschiede 
zwischen den einzelnen VEL in Bezug zur Anzahl an Entzündungszellen in den 
verschiedenen Kompartimenten der Niere. Mittels Mann-Whitney-U-Test konnte 
dargestellt werden, zwischen welchen VEL dieser Unterschied besteht (Tab. 10 
und Tab. 11, Datenanhang). Dessen Ergebnisse, bezogen auf das gesamte 





Abb. 8 Graphisch dargestellt sind als Boxplot jeweils Median, 25%- und 75%-
Quantil sowie Minimal-und Maximalwert. Mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests 
wurden Unterschiede zwischen den einzelnen Volumengruppen (Sham, 6% 
HES 130, 10% HES 200, 4% Gelatine und Ringer-Azetat) im gesamten Nieren-
gewebe geprüft. Signifikante Unterschiede gegenüber den Sham-Tieren und 
innerhalb der Subgruppen sind durch das Zeichen * angezeigt (p ≤ 0,05). 
 
 
Im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren zeigte sich sowohl für die septi-
schen Versuchstiere die 6% HES 130 als auch für die 10% HES 200 Tiere eine 
signifikant höhere Anzahl an Entzündungszellen im gesamten Nierengewebe, 
also in den Glomeruli als auch in den Tubuli-interstitiellen Bereichen. Betrachtet 
man die verschiedenen Nierenkompartimente isoliert (Tab. 10 und 11), stellen 
sich unter der Therapie mit 6% HES 130 keine signifikanten Entzündungszei-
chen in den Glomeruli dar, währenddessen 10% HES 200 in beiden Komparti-
menten eine signifikante Einwanderung von Entzündungszellen im Vergleich 
zur Sham-Gruppe zeigte. Die Anzahl an Entzündungszellen in beiden Kompar-
timenten der Gruppe 10% HES 200 unterschied sich insofern von der der Sep-
sis + Ringer-Azetat-Tiere, als das sich in der letztgenannten Gruppe eine signi-
fikant niedrigere Anzahl an Entzündungszellen darstellen ließ. Im Tubuli-
interstitiellen Raum konnte eine signifikant höhere Einwanderung an Entzün-
dungszellen unter 10% HES 200 im Vergleich zu 4% Gelatine gezeigt werden. 
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4.1.3 TUNEL-Färbung 
Histologische Befunde der TUNEL-Färbung 
Mithilfe der TUNEL-Färbung konnte die Anwesenheit typischer DNA-Fragmente 
apoptotischer Zellen über Markierung der freien 3`-OH-Enden als braun einge-
färbte Signale nachgewiesen werden.  
So befanden sich TUNEL-positive Zellen im Interstitium zwischen den tubulären 
Zellen, im Tubulusepithel und innerhalb kleiner Gefäßlumen. Im gesamten Nie-
rengewebe waren weniger TUNEL-positive Bereiche und insbesondere wesent-
lich weniger Apoptose in den Glomeruli nachweisbar, als es bei dem Nachweis 
der eingewanderten Entzündungszellen der Fall war. 
Mehrfach fiel eine scharfe Abgrenzung TUNEL-positiver Prozesse vom umlie-
genden Nierengewebe auf, in dessen Umgebung scheinbar keine entzündli-
chen Prozesse abgelaufen sind (Abb. 9). Zellen in TUNEL-positiven Bereichen 
erschienen zuweilen losgelöst aus der basalen Membran. 
Als Positivkontrolle wurde Gewebe eines Mamma-Karzinoms gewählt, bei dem 
aufgrund der Pathologie und der Präparation eine enorme Anzahl TUNEL-
positiver Zellen gezeigt werden konnte.  
 
 
Abb. 9 Tubuli-interstitielle apoptotische Prozesse 
Darstellung einer scharfen Abgrenzung TUNEL-
positiver Prozesse im Tubuli-interstitiellen Raum 
(Pfeilspitze). 













Abb. 10 Abschätzung des Zelltod-Ausmaßes 
durch TUNEL-positive Zellen (A) Glomerulum 
und Tubuli-intestitieller Raum ohne Zeichen von 
apoptotischen Zellen. (B) Abgeschwächtes Signal 
TUNEL positiver Zellen um das parietale Blatt der 
Bowman-Kapsel herum (Pfeil). (C) Beträchtliche 
Bildung apoptotischer Zellen sowohl im 
Glomerulum als auch im Interstitium (Pfeilspitze).  
TUNEL-Färbung, 40x Vergrößerung: (B) Sy 40, 
Ringer-Azetat; (C) Sy 48, 10% HES 200 
B        TUNEL 
C        TUNEL 






Statistische Auswertung der TUNEL-Färbung 
Tab. 12 gibt einen Überblick unterschiedlich therapierter Tiere und deren An-
zahl TUNEL-positiver Zellen in den verschiedenen Bereichen der Niere. Die 
Anzahl apoptotischer Zellen in den Kontrolltieren stehen im Einklang mit physio-
logisch stets vorhandener Spontanapoptose. 
 
Tab. 12 Anzahl TUNEL-positiver Zellen in den verschiedenen Kompartimenten 
Gruppen Anzahl Tiere  
Glomeruli Tubuli-interstitiell 
Median 
(Zellzahl/40 GF) IQB 
Median  
 (Zellzahl/40 GF) IQB 
Sham 3 0,1 0,4 1,6 1,7 
Sepsis + HES 130 5 0,2 0,9 10,2 34,3 
Sepsis + HES 200 5 0,65 2,5 27,0 63,8 
Sepsis + Gelatine 5 0,4 1,1 15,8 37,2 
Sepsis + Ringer 5 0,1 0,4 10,4 19,7 
Aus der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Gesichtsfeld (GF) beider Nieren eines Tie-
res wurde der Median sowie der Interquartilbereich (IQB) pro Gruppe errechnet. Das 
Apoptoseausmaß ist in den verschiedenen Kompartimenten Glomeruli und Tubuli-
interstitieller Raum dargestellt. 
 
Insgesamt zeigt sich eine geringe Apoptoserate in den Nieren der behandelten 
Versuchstiere, wobei die apoptotischen Schädigungen vorwiegend im Tubuli-
interstitiellen Raum sichtbar sind. In den vier Gruppen, in denen eine Sepsis 
induziert worden ist, stellten die 10% HES 200 therapierten Tiere (27,0) vor der 
4% Gelatine-Gruppe (15,8) den höchsten Anteil TUNEL positiver DNA-
Fragmente dar. Die Ringer-Azetat-Gruppe (10,4) und 6% HES 130-Gruppe 
(10,2) zeigten seltener anzutreffende TUNEL-positive Zellen im Tubuli-
interstitiellen Kompartiment.  
 
Der Kruskal-Wallis-Test (Tab. 13, Datenanhang) ergab lediglich im Tubuli-
interstitiellen Raum signifikante Unterschiede unter den Gruppen (Tab. 14, Da-
tenanhang) sowie im gesamten Nierenbereich. Daher konnte der Bereich der 
Glomeruli bei dem anschließenden Mann-Whitney-U-Test außen vorgelassen 
werden. Die Ergebnisse, bezogen auf das gesamte Nierengewebe, sind im Fol-








Abb. 11 Graphisch dargestellt sind als Boxplot jeweils Median, 25%- und 75%-Quantil 
sowie Minimal-und Maximalwert. Mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurden Unter-
schiede zwischen den einzelnen Volumengruppen (Sham, 6% HES 130, 10% HES 
200, 4% Gelatine und Ringer-Azetat) im gesamten Nierengewebe geprüft. Signifikante 
Unterschiede gegenüber den Sham-Tieren und innerhalb der Subgruppen sind durch 
das Zeichen * angezeigt (p ≤ 0,05). 
 
 
Im Vergleich zu den Sham-Tieren war ein signifikant erhöhter Tubuli-
interstitieller Zellschaden bei den septischen Tieren aus der 10% HES 200 so-
wie der 4% Gelatine-Gruppe zu verzeichnen. In Gegenüberstellung der Sub-
gruppen zeigten sich Unterschiede in der Anzahl apoptotischer Zellen unter den 
10% HES 200 Tiere im Vergleich mit den Ringer-Azetat-Tieren, die jedoch nicht 
signifikant waren. Die Unterschiede zwischen den Gruppen 10% HES 200 und 
6% HES 130 waren statistisch nicht signifikant. Das Maximum aller ausgezähl-
ten fragmentierten Zellkerne im untersuchten Nierengewebe lag nach 10% HES 
200-Applikation (54,2) vor.  
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4.1.4 Jones-Färbung und Lektinbindung 
In der Versilberung nach Jones färben sich die Proteine des tubulären Bürsten-
saumes sowie der tubulären und glomerulären Basalmembran schwarz. Da-
durch lassen sich Veränderungen der Nierenarchitektur wie Gewebezerstörung 
(Destruktion) des tubulären Bürstensaumes, Veränderungen der zellulären In-
tegrität der Tubulusepithelzellen oder Störungen der glomerulären Architektur 
darstellen.  
Im Unterschied zu den Sham-Tieren ließ sich in den septischen Tieren vermehrt 
Gewebeschwund (Rarefizierung) und Destruktion des Bürstensaumes nachwei-
sen sowie Kontinuitätsunterbrechungen der tubulären Basalmembran als Zei-
chen des akuten Tubulusepithelschadens (Abb. 12).  
 
Mit den bereits durchgeführten HE- und Jones-Färbungen konnte rein visuell 
ein Tubulusepithelschaden als morphologisches Kriterium für ANV bei allen 
septischen Versuchstieren ausgemacht werden. Jedoch sollte eine semiquanti-
tative Methode zur Untersuchung der bestimmten Nierenstrukturen darüber 
Auskunft geben, unter welcher VEL dieser Tubulusepithelschaden in der Niere 
am deutlichsten auftritt. 
 
Ergänzend wurde daher durch Lektinbindung die Quantifizierung des 
Tubulusepithelschadens und der Bürstensaum speziell abgebildet (Abb. 13 und 
14), wobei eine repräsentative Darstellung unterschiedlicher Stadien des akuten 
Tubulusepithelschadens anhand der Anlagerung von PHA-E an Glykoproteine 
eines intakten Bürstensaumes gelang. 
In Abb. 13 ist deutlich zu erkennen, dass im Falle einer Sepsis der Bürsten-
saum im Tubulusepithel der Niere wesentlich geringer ausgeprägt und somit 












Abb. 12 Integrität des Bürstensaumes tubulärer 
Epithelzellen. (A) Sham-Niere mit intaktem Bürs-
tensaum der Tubulusepithelzellen (Pfeilspitze). (B) 
Destruktion/Rarefizierung des Bürstensaumes 
(Pfeilspitze) und Kontinuitätsunterbrechungen der 
tubulären Basalmembran (Pfeil) als Zeichen des 
akuten Tubulusepithelschadens. 
Jones-Färbung, 400x Vergrößerung: (B) Sy 50, 
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Abb. 13 Integrität des Bürstensaumes tubulärer 
Epithelzellen (A) Tubuli der Sham-Niere mit intak-
tem Bürstensaum ergeben ein durchgehendes und 
dichtes schwarzes Signal (Pfeilspitze). (B) Abge-
schwächtes Signal eines destruierten Bürstensau-
mes der Tubulusepithelzellen (Pfeil). (C) Hochgra-
dige Destruktion des Bürstensaumes der 
Tubulusepithelzellen (Pfeilspitze).  
Lektinbindung, 40x Vergrößerung: (B) Sy 63 und (C) 
Sy 48, beide 10% HES 200 
Sham 
Sepsis  
A          Lektinbindung 
 
Sepsis 
B         Lektinbindung 
C        Lektinbindung 
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Semiquantitative Auswertung 
Abb. 14 gibt einen Überblick über die unterschiedlich therapierten Schweine 
und deren Nieren, die positive Signale durch gebundenes PHA-E (Pixel Count) 




Abb. 14 Graphisch dargestellt sind als Boxplot jeweils Median, 25%- und 75%-Quantil 
sowie Minimal-und Maximalwert. Mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests (Tab. 15, Da-
tenanhang) wurden Unterschiede zwischen den einzelnen Volumengruppen (Sham, 
6% HES 130, 10% HES 200, 4% Gelatine und Ringer-Azetat) im gesamten Nierenge-
webe geprüft. Signifikante Unterschiede gegenüber den Sham-Tieren und innerhalb 
der Subgruppen sind durch das Zeichen * angezeigt (p ≤ 0,05).  
 
 
Anhand der semiquantitativen Auswertung des Tubulusepithelschadens zeigte 
sich ein Unterschied innerhalb der einzelnen Subgruppen. In der 10% HES 200-
Gruppe (0,22) fand sich, im Vergleich zur Sham-Gruppe (0,28), ein signifikant 
reduziertes Bindungsverhalten des PHA-E an die Tubulusepithelien, was be-
zeichnend für einen massiven Tubulusepithelschaden ist. Die Sepsis induzier-
ten Versuchstiere der Gruppen 6% HES 130 (0,25), 4% Gelatine (0,24) und 
Ringer-Azetat (0,25) zeigten untereinander vergleichbar hohe positive Signale, 
dementsprechend weniger Tubulusepithelschaden.  
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4.1.5 MSB-Färbung 
Zur weiteren Charakterisierung der thrombotischen Mikroangiopathie wurde die 
MSB-Färbung angewandt, wobei hier das Fibrin rot, die Erythrozyten gelb und 
kollagene Fasern blau angefärbt wurden. Als morphologisch wesentliche Krite-
rien einer thrombotischen Mikroangiopathie fanden sich in drei (Sy 48, Sy 50, 
Sy 54, alle 10% HES 200) der untersuchten 23 Schweinenieren glomeruläre 
fibrinreiche Mikrothromben sowie in vier Versuchstieren (Sy 48 10% HES 200, 
Sy 52 und Sy 62 beide 6% HES 130, Sy 58 Ringer-Azetat) fibrinreiche Throm-
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Abb. 15 Fibrinreiche Bereiche in der Niere. (A) 
Sham-Tier mit intaktem glomerulären und tubulären 
Apparat. (B) Glomeruläre fibrinreiche Mikrothromben 
(Pfeil). (C) Fibrinreicher Thrombus in hilusnaher Arte-
riole (Pfeilspitze) als typisches Zeichen einer throm-
botischen Mikroangiopathie in der septischen 
Schweineniere. 
MSB-Färbung, 400x Vergrößerung: (B) Sy 50, 10% 





Weiterhin zeigte sich bei einem Versuchstier (Sy 48, 10% HES 200) eine globa-
le fibrinoide Nekrose der Arteriolen als seltene arterioläre Läsion, wie sie u.a. 
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Abb. 16 Integrität einer Arteriole. (A) Intakte Arte-
riole eines Sham-Tieres. (B) Fibrinoide Wandnek-
rose der Arteriole als seltenes Zeichen einer 
thrombotischen Mikroangiopathie in der septischen 
Schweineniere (Pfeil).  




In allen septischen Schweinenieren zeigten sich anhand der PAS-Färbung un-
terschiedliche Stadien des akuten Tubulusepithelschadens als Zeichen begin-
nender Nekrosen der Tubulusepithelien. Als weitere Folge der intravenösen 
Gabe verschiedener Infusionslösungen stellte sich eine fein vakuoläre Um-
wandlung des Tubulusepithels und Vakuolenbildung im Zytoplasma (sogenann-
te osmotische Nephrose) dar, die durch eine pinozytäre Rückresorption hoch-
molekularer Substanzen zustande kommen. Diese Substanzen werden in 
Phagolysosomen zurückgehalten und enzymatisch abgebaut. Die Spaltproduk-
te und der wässrige Vakuoleninhalt gelangen dann allmählich in das Zytoplas-
ma und von dort zum Teil in das Niereninterstitium.  
Demgegenüber konnten anhand der PAS-Färbung chronische Erkrankungen 
der Gefäßwand von Arteriolen und Arterien ausgeschlossen werden. 
 
 






Abb. 17 Integrität glykogenreicher Zellen.  
(A) Sham-Niere mit intakten Tubuli, Glomeruli und hi-
lusnaher Arteriole (Pfeilspitze). (B) Frühe Zeichen 
des akuten Tubulusepithelschadens mit Vesikel-
bildung (Pfeil) und Abflachung der proximalen 
Tubulusepithelzellen sowie Ausweitung des Tubulus-
lumens (Pfeilspitze). (C) Osmotische Nephrose mit 
feingranulärer diffuser Umwandlung des Zytoplasmas 
sowie Ballonierung der Tubulusepithelzellen (Pfeil).  
PAS-Färbung, 400x Vergrößerung: (B) Sy 51, 4% 
Gelatineund (C) Sy 50, 10% HES 200 
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4.2 Molekularbiologische Ergebnisse 
Um auf molekularer Ebene zu analysieren, welchen Einfluss Sepsis auf die Ex-
pression von inflammatorischen Zytokinen und Apoptose nachweisenden Mar-
kern in der Niere hat, wurden Gewebeproben der Nieren septischer Versuchs-
tiere zur Untersuchung herangezogen. Diese wurden im Vorfeld mit unter-
schiedlichen VEL behandelt. Zur Untersuchung der pathogenen Mechanismen 
während einer Sepsis wurden fünf relevante Gene (Tab. 16) mittels quantiativer 
RT-PCR getestet.  
 
Tab. 16 Definition der sepsisrelevanten Gene  
Symbol Bezeichnung Prominente Funktionen 
P53 Protein 53 Tumorsupressor-Protein; Regulator der Apoptose-
induktion (Takahashi 1996, Gomez-Lazaro 2004)  
IL6 Interleukin-6 Zytokin; proiinflammatorische Effekte 
(Lv 2006, Stengl 2008) 
TNFα Tumornekrosefaktor α Zytokin; Effekte auf Entzündung und Apoptose 
(Lv 2006, Yang 2005) 
CASP3 cysteine aspartate-
specific proteases  
Effektor-Caspase; Hydrolase; Enzym der Apoptose 
(Matsuda 2007) 
C/EBP-β CAAT/enhancer binding 
protein β 
humaner Transkriptionsfaktor; sowohl an 
Inflammation als auch an Apoptose beteiligt 
 (Slofstra 2007) 
 
Zur Erzielung einer ausreichenden Sensitivität und zur exakten Berechnung, 
der für dieses experimentelle Setting übliche Auswertung-Algorithmus nach 
„Pfaffl“, wurde als Kriterium ein Effizienz-Mittelwert von < 65% und CP-Werte 
(„Crossing Point“) in Bereichen gewählt, die bei der Dreifachbestimmung der 
Probe lediglich Schwankungen zeigten. Durch zu große Abweichungen in die-
sen Bereichen wurde beim paarweisen Vergleich der Sepsis + Ringer-Azetat-
Gruppe eine Niere ausgeschlossen. Die logarithmierten Daten der quantitativen 
RT-PCR sowie der STABW der Mittelwerte sind im Datenanhang (Tab. 17) und 
graphisch in Abb. 18 dargestellt. Sie stellen die Mittelwerte aus den Ratios der 
einzelnen Nieren dar und präsentieren damit deren Genexpression. Das Basis-
transkriptionslevel wird durch 0 auf der y-Achse repräsentiert. Somit entspricht 
der Wert 1 bzw. -1 auf der y-Achse einer Verdopplung bzw. Halbierung der 
Genexpression, wobei ein Wert 2 bzw. -2 bereits einem Anstieg auf das Vierfa-
che bzw. einer Reduzierung auf ¼ der Expression im Vergleich zur 



















Abb. 18 Die Expression der einzelnen Gene wurde auf den Mittelwert des Referenz-
gens β-ACTB bezogen und nach Pfaffl ausgewertet. Nach Logarithmieren der Ratios 
wurde der Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwertes (STABW) errechnet  
 
Abb. 18 kann man entnehmen, dass Volumentherapie mit kolloidalen HES-
Lösungen bei Versuchstieren im Rahmen einer Sepsis sowohl zu einer Hem-
mung der Transkription proinflammatorischer Gene als auch apoptotischer Ge-
ne führt. Eine Ausnahme bildet die zum Zelltod einleitende CASP3, die durch 
10% HES 200 Infusionen schwach induziert ist, dafür unter Vernachlässigung 
des STABW unter einer 6% HES 130 Therapie stark reprimiert scheint. Da es 
bei den HES-Tieren jedoch zu keiner Herunterregulierung um den Faktor 2 
kam, kann man bei den Ergebnissen nicht von einer signifikanten differenziellen 
Regulierung der einzelnen Gene im Beobachtungszeitraum ausgehen. Gegen-
über der Sham-Gruppe ergab sich jedoch bei den septischen Versuchstieren, 
die mit 4% Gelatine und Ringer-Azetat-Lösung therapiert wurden, ein Einfluss 
auf die Genexpression aller in Tab. 16 aufgelisteten Gene. Der größte Effekt 
aller in dieser Arbeit untersuchten proinflammatorischen und apoptotischen Ge-
ne, ist bei den an Sepsis erkrankten Tieren zu messen, die Ringer-Azetat-
Lösung erhielten. Hier steigt die Expression, im Vergleich zur unstimulierten 
Kontrolle, auf das ca. 5x an. C/EBP-β scheint besonders durch die Infusion mit 
Gelatine bei dem kranken Nierengewebe hochreguliert zu sein. 
       Sham            Sepsis +          Sepsis +        Sepsis +            Sepsis + 
     HES 130         HES 200        Gelatine        Ringer-Azetat 
 Grup en 
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5 DISKUSSION 
5.1 Diskussion der Methoden 
5.1.1 Versuchsaufbau 
Die meisten derzeit verwendeten Tier-Sepsismodelle sind nur eingeschränkt 
übertragbar auf die klinische Situation und haben daher eine begrenzte Eignung 
für die Untersuchung von pathophysiologischen Mechanismen oder die Über-
prüfung des therapeutischen Nutzens eingesetzter Präparate (Fink 2008). Die 
Bedeutung der vorliegenden Studie hing daher von der Anwendbarkeit eines 
reproduzierbaren und klinisch repräsentativen Tiermodells ab, in dem Größen 
wie Keim-Spezies, Anzahl an Bakterien und Infektionsort bekannt sind. Die Va-
riation von nur einer Messgröße, wie der Therapie, trägt zur Vereinfachung des 
Modells bei.  
Ziel ist es, durch einen traumatischen Krankheitszustand, gleichsam eines hä-
morrhagischen Schocks („first hit“) sowie eines nachfolgenden Reizes durch    
E. coli-Peritonitis mit anschließendem septischen Schock („second hit“) gravie-
rende entzündliche und apoptotische Prozesse herzuleiten. Es wird vermutet, 
dass durch „priming“ mit einem Mediator, wie z.B. TNFα, die Reaktivität der 
PMNs dahingehend geändert wird, dass ein zweiter „priming“-Mediator eine 
PMN Aktivierung und folglich eine endotheliale Zellschädigung begründet 
(Condliffe et al. 1998, Weyman 2002). "Second hits" mit verlängerter Infektions-
zeit führen zudem zu einem besseren Verständnis der Mechanismen der Im-
mun-Dysregulation in der Sepsis (Weiss et al. 2007) und tragen dazu bei, lang-
fristige und verzögerte Veränderungen zu erkennen sowie auf molekularer 
Ebene zu beschreiben. Demzufolge spielen diese für die Therapie und Progno-
se der Patienten eine entscheidende Rolle (Muenzer et al. 2006, Weiss et al. 
2007). 
Die Verursachung der Sepsis mittels bakterieller Peritonitis gilt als Vorteil des 
Modells. Experimente zeigten, dass es bei Sepsisauslösung durch 
Endotoxämie infolge lokaler Lipopolysaccharid (LPS)-Injektion Unterschiede in 
der Wirkung auf z.B. Fas-Liganden oder TNF-Rezeptoren gegenüber einer 
Sepsisauslösung durch bakterielle Peritonitis gab (Heumann et al. 1995). Zu-
dem wurde von unterschiedlicher Sensitivität von z.B. Zytokinen gegenüber 
Endotoxämie versus Peritonitis berichtet (Echtenacher et al. 2001). Dazu ist die 
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Peritonitis mit 71% der häufigste Verursacher einer schweren Sepsis oder eines 
septischen Schocks während des klinischen Aufenthaltes von Patienten (Weiss 
et al. 2007). In 30-80% der Fälle sind gram-negative Bakterien wie E. coli der 
Auslöser eines solchen Reizes (Souza-Offtermatt et al. 2004), was Veranlas-
sung war, diesen natürlichen Keim der Darmflora einzusetzen. Die intravenöse 
Verabreichung einer hohen Dosis lebender Bakterien wird von Deitch metho-
disch kritisiert, da es mehr einer Intoxikation als einer Infektion ähneln würde 
(Deitch 2005). Basierend auf den Überlegungen, dass die verwendeten E. coli 
Stämme oft avirulent sind und sich nicht in vivo vermehren, ist die Injektion ei-
ner hohen Dosis lebender Bakterien notwendig.  
Der Einsatz des „two-hit“-Modells in der Sespsisforschung ist per se mit dem 
Nachteil verbunden, dass die beobachteten pathologischen Prozesse der 
Inflammation und Apoptose nicht eindeutig den jeweiligen Insulten zugeordnet 
werden können. Doch gerade aus diesen Gründen verkörpert dieses Zusam-
menwirken pathogener Prozesse den klinischen Alltag und ist daher als rele-
vantes, experimentelles Sepsismodell anzusehen (Eissner et al. 2002).  
Die meisten Kenntnisse über die Nierenpathophysiologie infolge einer Sepsis 
sind aus Tierexperimenten erlangt worden (Tiwari und Vikrant 2000), da die 
Schwere der Erkrankung an menschlichen Organen in vivo nicht nachgestellt 
werden kann. Als Versuchstier wurde das Schwein gewählt, da es im Vergleich 
mit anderen Nicht-Primatenspezies anatomische und physiologische Ähnlich-
keiten zum Menschen aufweist (Dodds 1982, Li et al. 2007) und insofern häufig 
in der Forschung eingesetzt wird. Wernersson und Mitarbeiter konnten zeigen, 
dass das Schwein im Gegensatz zur Maus dem menschlichen Genom ähnlicher 
ist, was eine einfache Übertragung der Ergebnisse auf menschliche Studien 
ermöglicht (Roehe et al. 2003, Wernersson et al. 2005). Laut Benninghoff und 
Schmidt (Tab. 18) bestehen sowohl die Schweinenieren als auch die menschli-
chen Nieren aus ca. zwei Milionen Nephronen und auch die Ausscheidungs-
funktionen der Nieren beider Spezies zeigen Analogien auf (Dalmose et al. 
2000). Daher eignet sich das Schwein als verwendete Nicht-Primatenspezies 






Tab. 18 Ähnlichkeiten der Nieren von Mensch und Schwein 
 Nieren Mensch Nieren Schwein 
Anlage paarig* paarig* 
Form bohnenförmig* bohnenförmig* 
Aufbau glatt, mehrwarzig* glatt, mehrwarzig* 
Nephronenzahl Mio./Niere 1* 1,2* 
Serumkreatininspiegel 
mg/dl 1,2-1,4° 1,1-1,3° 
*nach (Benninghoff und Drenckhahn 2003) 
° nach (Schmidt und Thews 2000) 
 
Die Versuchstiere wurden randomisiert in fünf Gruppen eingeteilt, wobei an der 
Sham-Gruppe lediglich die Präparation und anschließende Ektomie vorgenom-
men wurde. Deren Nieren waren demnach weder einer Ischämiezeit, noch einer 
Infektion ausgesetzt und sollten mit ihrer bestmöglichen Nierenfunktion als Ver-
gleichsgruppe für den Narkoseeffekt und die operativen Eingriffe zwecks 
Monitoring dienen. 
Die unmittelbare Übertragung von tierexperimentellen Daten auf die Situation 
beim Menschen ist sicher nicht möglich. Der Beobachtungszeitraum von acht 
Stunden nach Sepsisinduktion scheint kurz und muss nicht notwendigerweise 
mit der Entwicklung einer vollständigen Manifestation einer Immunreaktion auf 
den septischen Insult einhergehen. Da jedoch die Auswirkungen verschiedener 
VEL auf die Nierenfunktion und nicht die Reduktion der Letalität durch neue 
Therapieverfahren Gegenstand der vorliegenden Untersuchung waren, ist der 
gewählte  Untersuchungszeitraum im septischen Schock als ausreichend anzu-
sehen (Hill et al. 1980, Webb et al. 1991). Ein weiterer Kritikpunkt an tierexpe-
rimentellen Sepsismodellen ist die Größe der Gruppen, die jedoch aus Tier-
schutz rechtlichen Erwägungen auf fünf Tiere begrenzt wurden. Dennoch konn-
ten wissenschaftlich adäquate Unterschiede in der Auswertung der Ergebnisse 
dargestellt werden, die im Rahmen der Studie einige Schlussfolgerungen er-
laubten. 
Der Versuchsaufbau wurde an aktuellen klinischen Leitlinien orientiert. Nach 
heutigen Empfehlungen der Surviving Sepsis Campaign sollte der zentralvenö-
se Druck in die Therapieentscheidung einbezogen werden, an dessen Zielbe-
reich von 8-12 mmHg sich die Volumensubstitution ausrichtet (Dellinger et al. 
2008).  
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5.1.2 Immunhistologische Methoden 
Die Einteilung der histologischen Färbungen wurde in den verschiedenen Kom-
partimenten Glomeruli und Tubuli-interstitiellen Raum durchgeführt, da auf die-
se Weise differenzierter lokalisiert werden kann, in welchen Kompartimenten 
der Niere der größte Schaden entsteht. Unterschiedliche Krankheitsbilder wie 
z.B. die glomeruläre Nephritis und die interstitelle Nephritis, lassen sich dadurch 
besser unterscheiden.  
Hierfür wurde eine große Anzahl eingefärbter Zellen in den Glomeruli als auch 
im Tubuli-interstitiellen Raum (jeweils 40) ausgezählt, um auch bei niedrigen 
Kontrollwerten stabile Daten bei der Darstellung der Entzündung und Apoptose 
zu erhalten. Die Auszählung erfolgte unter Verblindung der Gruppen, was zu 
einem Rückgang der unterschiedlichen Bewertung von Behandlungsergebnis-
sen führen sollte (Schulz und Grimes 2002). Eine gewisse subjektive Beeinflus-
sung der Daten kann natürlich nicht vollständig ausgeschlossen werden, auch 
wenn die Auswahl der Gesichtsfelder in den verschiedenen Kompartimenten 
repräsentativ erfolgt.  
 
Die Esterase-Färbung mit der Napthol-Chlorazetat-Methodik zeigt eine intensi-
ve Aktivität der humanen neutrophilen Granulozyten, die im Rahmen der kör-
pereigenen Abwehr Vermittler unspezifischer Entzündungsreaktionen darstellen 
(Gomori 1955, Moloney et al. 1960). Eine Esterase-Aktivität anderer 
Phagozyten wie der von Mastzellen und Makrophagen wird kritisiert (Moloney et 
al. 1960). Durch deren einfache Handhabung und hohe Spezifität bei der Dar-
stellung von Entzündungszellen wird die Esterase-Färbung routinemäßig in der 
Diagnostik hämatologischer Erkrankungen benutzt (Leder 1970).  
Die immunhistochemische TUNEL-Färbung von Gewebeschnitten ist eine weit 
verbreitete, validierte Methode zum spezifischen Nachweis apoptotischer Zellen 
(Kelly et al. 2003, Prochazkova et al. 2003). Somit wurde diese, nach Beratung 
mit einem externen Sachverständigen aus dem Institut für Pathologie der MHH, 
als Methode der Wahl zur raschen Identifizierung und Quantifizierung einer spä-
ten apoptotischen Zelle (Negoescu et al. 1996) für die vorliegenden Untersu-
chung festgelegt. Allerdings ist zu bedenken, dass die Anzahl der in einer 
immunhistochemischen Färbung sichtbaren apoptotischen Zelle oft sehr gering 
ist und nur einen limitierten Einblick in das apoptotische Geschehen eines Ge-
webes gibt. Wenn man davon ausgeht, dass in einem histologischen Schnitt, 
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der immer nur eine Momentaufnahme der Situation darstellen kann, 1% der 
Zellen apoptotisch sind und die Beseitigung durch die Makrophagen ca. eine 
Stunde in Anspruch nimmt, dann werden innerhalb von 24 Stunden ca. 25% 
des Gewebes verschwunden sein (Savill 1997). Demnach sollte der Nachweis 
apoptotischer Zellen an Schnittpräparaten kritisch analysiert werden, da die 
Sensitivität erheblich variieren kann (Labat-Moleur et al. 1998). So ist bekannt, 
dass DNA-Brüche in nahezu allen Zellen vorkommen und insofern eine unspe-
zifische Beifärbung von vereinzelten Nekrosen bei massivem DNA-Abbau nicht 
ausgeschlossen werden kann (Darzynkiewicz et al. 1994). Allerdings hat 
TUNEL das Spezifikum eines weit höheren Maßes an apoptotischer DNA-
Fragmentierung gegenüber der Nekrose (Negoescu et al. 1998). Ihre häufigste 
Verwendung findet sie derzeit in der Hämato-Onkologie.  
Die histochemische Technik der Lektin-Bindung macht es möglich, bestimmte 
Nierenstrukturen, die nicht oder nur mit Schwierigkeiten durch konventionelle 
Histologie dargestellt werden können, zu unterscheiden. Lektine wie PHA-E 
gewinnen als spezifische Marker des proximalen Tubulusepithels (Silva et al. 
1993) für weitere Studien über die Morphologie und Physiologie der Niere zu-
nehmend an Bedeutung (Wittmann und Sinowatz 1989). Somit werden sie zur 
Quantifizierung Tubuli-interstitieller Erkrankungen empfohlen (Ivanyi und Olsen 
1991).  
Ergänzend wurden weitere spezielle Färbungen zur deskriptiven Analyse her-
angezogen. 
5.1.3 Molkularbiologische Methoden 
Neben den sehr speziellen Färbungen auf singulärer Ebene der Histologie, 
wurden die Expressionsprofile einzelner wesentlicher Gene der Sepsis betrach-
tet. Für einen zuverlässigen quantitativen mRNA Nachweis spezifischer 
Zielgene ist die q-PCR ein weit verbreitetes etabliertes Modell (Fleige und Pfaffl 
2006). Vorteil der Fluorezenz-basierten qRT-PCR (Bustin 2002) sind die Sensi-
tivität sowie das Potenzial einer durchweg präzisen relativen Quantifizierung 
(Heid et al. 1996, Lockey et al. 1998, Huggett et al. 2005). Der entscheidende 
Nutzen besteht somit in der Möglichkeit, große Probenmengen in kurzer Zeit 
und mit relativ geringem Arbeits- und Materialaufwand zu untersuchen. Da sich 
in einer adäquaten Anzahl an Untersuchungen gezeigt hat, dass kein Gen als 
universell einsetzbares Referenzgen geeignet ist, wurde im Einklang mit ent-
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sprechenden Vorgaben aus der Literatur und durch Testung alternativer 
Referenzgene (z.B. Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) β-ACTB als in-
terne Kontrolle verwendet (Vandesompele et al. 2002, Etschmann et al. 2006). 
So wurde β-ACTB als einziges Kontrollgen in mehr als 90% der Fälle in bedeu-
tenden wissenschaftlichen Beiträgen benutzt (Suzuki et al. 2000), da es zu je-
der Zeit in einer relativ hohen Anzahl in fast allen Zellen stabil exprimiert wird 
(de Jonge und Levi 2001, de Jonge et al. 2007). Bisher gibt es wenige Informa-
tionen über die Stabilität der Gene von Schweinen. Erkens und Mitarbeiter un-
tersuchten daher zehn Referenzgene in Schweinen, wobei sich β-ACTB als ei-
nes der stabilsten Gene erwies (Erkens et al. 2006). Die Berechnung nach 
Pfaffl mit Bezug auf ein Referenzgen berücksichtigt die Fehler, die bei der 
spektrophotometrischen Bestimmung der mRNA-Konzentration und infolge un-
terschiedlicher Effizienzen beim Umschreiben der mRNA in cDNA auftreten 
können. 
Damit ein Gen als differentiell exprimiert gilt, sollte eine Änderung der Trans-
kriptionsrate mindestens um den Faktor 1,5-2 gewährleistet sein. Hierdurch 
werden mögliche Fehler in Betracht gezogen, die sich individuell bzw. durch die 
Vielzahl der einzelnen Arbeitsschritte von der Zell- und Gewebepräparation bis 
hin zur Auswertung der RT-PCR ergeben (Bustin 2002).  
Durch Verwendung eines Nierengesamthomogenats war keine Zuordnung der 
Expressionsveränderung auf bestimmten Kompartimenten der Niere, z.B. 
Glomeruli, Tubuluszellen, Endothel oder auch adhärente oder infiltrierte Leuko-
zyten möglich. Zudem wurde kein Nachweis für Veränderungen auf Protein-
ebene in der vorliegenden Untersuchung berücksichtigt. Die Limitation erfolgt 
hier auf den Genexpressionsveränderungen und morphologischen Kriterien im 
Rahmen des septischen Nierenschadens infolge der Behandlung mit verschie-






5.2 Diskussion der Ergebnisse 
5.2.1 Immunhistologische Ergebnisse 
Entzündung Die histologische Untersuchung der Nieren zeigte aktivierte PMN, 
die durch Schock induzierte Ischämie und die anschließende Reperfusion typi-
scherweise auftreten, wobei deren lnfiltration in Reaktion auf das Geschehen 
ein bisher unverstandenes Phänomen darstellt (Ysebaert et al. 2000). Mithilfe 
der Esterase-Färbung konnte in der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, 
dass Entzündungsprozesse sowohl gesondert durch die Sepsis als auch infolge 
kolloidaler Volumenersatztherapie mit unterschiedlicher Ausprägung in der Nie-
re stattfinden. Der Anteil entzündlicher Zellen der Sham-Tiere scheint Stress 
bedingt durch den operativen Eingriff aufzutreten. In Übereinstimmung mit den 
vorliegenden Ergebnissen konnten auch Hueter et al. unter Gabe von Ringer-
Laktat-Lösung Entzündungszeichen in einem isolierten septischen Nieren-
Perfusionsmodell (Hueter et al. 2009) aufzeigen, was darauf hindeutet, dass 
eine gesicherte Sepsis trotz adäquater kristalloider Volumentherapie mit einer 
assoziierten Entzündung in den Nieren einhergeht. Allerdings verwendeten 
Hueter et al. in deren Experiment eine NaCl-basierte Ringer-Laktat-Lösung. 
Bisher sind Ringer-Laktat- und Ringer-Azetat-Lösungen als miteinander aus-
tauschbare VEL im Sinne eines Basenersatzes bekannt. So setzen beide äqui-
molar Hydrogencarbonat (HCO3−) frei, das eine wichtige puffernde Wirkung auf 
den pH-Wert des Blutes hat. Zur Metabolisierung des Laktats (Adams 2007) 
wird im Vergleich zu Azetat ein bedeutender zusätzlicher Sauerstoffbedarf 
(Verhältnis 3:2) benötigt (Knotzer et al. 2006). Um neben der Sepsis bedingten 
Ischämie kein zusätzliches Sauerstoffdefizit herauszufordern, wurde Ringer-
Azetat-Lösung in den vorliegenden Experimenten genutzt. Studien berichten 
von Vorteilen bei Verwendung isotoner NaCl-Lösungen gegenüber Ringer-
Lakat-Lösungen infolge ischämiebedingter Neutrophilen-Aktivierung. So kam es 
unter Verwendung von Ringer-Laktat nach Initiierung eines hämorrhagischen 
Schocks durch Trauma zu einem vermehrten PMN-Anstieg in mesenterischen 
Lymphknoten-Proben von Ratten (Deitch et al. 2003). Ergänzend konnte in ei-
nem hämorrhagischen Schockmodell an Ratten eine gesteigerte Neutrophilen-
Sequestierung (Abkapselung) im Interstitium der Rattennniere aufgezeigt wer-
den, wobei sich diese deutlicher unter Ringer-Laktat- und hypertoner           
7,5% NaCl-Lösung, als bei 0,9% NaCl-Lösungen herauskristallisierte (Hirano et 
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al. 2006). Diese Reaktionen sind als direkte Wirkung auf Endotoxine und auf die 
Komplementwirkung zurückzuführen (Burrows 1975, Richman et al. 1981) und 
scheinen an der Entwicklung der akuten tubulären Nekrose sowie einer 
Leukopenie beteiligt zu sein (Richman et al. 1980).  
In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich, dass alle kolloidalen Lösungen 
zu einem verstärkten Einstrom von PMN führten, wobei insbesondere 10% HES 
200 sowohl innerhalb der Glomeruli (178) als auch im Tubuli-interstitiellen 
Raum (11,4) vermehrt entzündliche Auswirkungen hatte. Bezüglich der PMN-
Anzahl in den Glomeruli wurden signifikante Unterschiede sowohl gegenüber 
der Sham-Tiere (64,3) als auch der septischen Ringer-Azetat Gruppe (84,8) 
deutlich. Bekannt ist, dass glomeruläre Zellen an der Rekrutierung 
inflammatorischer Zellen mitwirken (Jocks 1997). Darüberhinaus sind PMN an-
hand ihrer spezifischen Granula selbst in der Lage Endothelzellen zu passieren 
und Zellstrukturen oder Zellfunktionen zu stören, was zur Induktion eines aku-
ten und möglicherweise irreparablen Gewebeschadens führen kann. Es gibt 
immer mehr Anzeichen dafür, dass mesangiale Zellen und neutrophil vermittelte 
chemotaktische Substanzen (z.B. IL8, Leukotrine, Plättchen aktivierender Fak-
tor) die Aktivierung neutrophiler Granulozyten, deren Migration in das Nieren-
gewebe sowie die Zunahme glomerulären Schadens fördern (Heinzelmann et al. 
1999). Infolge der vermehrten glomerulären Infiltration mit Entzündungszellen 
könnte dies, im Rahmen des intrarenalen ANV (Kuhlmann et al. 2008), 
histopathologisch für eine Glomerulonephritis (Thomas 2006) unter 10% HES 
200 sprechen. Als dritthäufigste Ursache einer terminalen Niereninsuffizienz 
(Marti et al 2003) sollte dieses Krankheitsbild frühzeitig behandelt oder falls 
möglich vermieden werden. Ein dauerhaftes Versagen der Nierenfunktion wäre 
die Folge.  
Neben der glomerulären Schädigung konnte in der vorliegenden Untersuchung 
unter 10% HES 200 (11,4) gegenüber den gesunden Versuchstieren (3,8), den 
Ringer-Azetat-Tieren (6,4) und den 4% Gelatine-Tieren (5,9) auch eine signifi-
kant vermehrte Einwanderung von PMN in das Tubuli-interstitielle Komparti-
ment festgestellt werden. Keine deutliche Zunahme im Vergleich zu 10% HES 
200 ergab sich unter der Therapie mit 6% HES 130 (9,3). Jedoch traten unter 
6% HES 130 signifikant mehr Entzündungszellen auf, als es bei der gesunden 
Kontrollgruppe der Fall war. Ähnliche Ergebnisse konnten von Hueter et al. in 
einem isolierten Nierenperfusionsmodell gezeigt werden, wobei beide HES-
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Lösungen im Vergleich zu einer Ringer-Laktat-Lösung deutlich mehr interstitiel-
le Proliferation und Makrophageninfiltration verursachten. 10% HES 200/0.5 
hatte, verglichen mit 6% HES 130/0.42, eine eher proinflammatorische Wirkung 
und verursachte ausgeprägtere tubuläre Schäden (Hueter et al. 2009). Eine 
Erklärung für die verstärkte Schädigung im Tubuli-interstitiellen Bereich unter 
10% HES 200 könnte sein, dass sich als Folgeerscheinung des Glomeruli-
Schadens eine interstitielle Nephritis entwickelt hat. Neuere Untersuchungen 
gehen davon aus, dass es infolge einer Mediatoren vermittelten 
Permeabilitässtörung (Mims et al. 2006) in den Glomeruli zu einer vermehrten 
Filtration von Makromolekülen kommen kann (Kuhlmann et al. 2008). Dement-
sprechend führt eine länger andauernde, stärkere glomeruläre Proteinurie zur 
Schädigung der Nierenröhrchen (D'Amico und Bazzi 2003) und wahrscheinlich 
zu einer Aktivierung von Entzündungsprozessen im Tubuli-interstitiellen Raum 
(Kuhlmann et al. 2008). Ein möglicher Erklärungsansatz für die unterschiedli-
chen Entzündungslokalisationen scheint somit in der Molekülgröße der einzel-
nen HES-Lösungen zu liegen. Niedrigmolekularere Molekülfraktionen wie 6% 
HES 130 scheinen nach den Ergebnissen des vorliegenden Experiments eher 
kürzer in den Glomeruli zu verweilen und somit lokal weniger entzündliche Re-
aktionen auszulösen bzw. eine primäre Schädigung des Tubuli-Interstitiums zu 
verursachen. Sowohl eine primäre Schädigung der Glomeruli 
(Glomerulonephritis) als auch des Tubuli-Interstitiums (tubulointerstitelle Nephri-
tis, intratubuläre Obstruktion) sind neben einer primären Schädigung der Blut-
gefäße (Stenosen der intrarenalen Gefäße) wichtige intrarenale Ursachen für 
das Entstehen eines ANV (Siegenthaler 2005). Die Untersuchung von mensch-
lichem Biopsiematerial zeigte, dass Tubuli-interstitieller Schaden und das Aus-
maß interstitieller Infiltration mit Entzündungszellen Parameter sind, die unab-
hängig von der primären Läsion mit dem Verlust der Nierenfunktion und der 
Progression zur terminalen Niereninsuffizienz korrelieren (Risdon et al. 1968, 
Bohle et al. 1996). Weitere Erklärungen für scheinbar HES induziertes renales 
Inflammationsgeschehen konnten Studien zeigen, die eine reduzierte zielge-
richtete Wanderung (Chemotaxis) von PMN durch endotheliale Zellenschichten 
in den Extravasalraum durch HES feststellten. Jedoch müssen die möglichen 
klinischen Folgen eines moderaten Rückgangs dieser Extravasation in kritisch 
kranken Patienten noch bewertet werden (Hofbauer et al. 1999). Diese abneh-
mende Verfügbarkeit neutrophiler Granulozyten könnte mit einer sinkendenden 
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Immunkompetenz bei steigender Zahl den Körper heimsuchenden Erregern 
einhergehen (da Silva et al. 1994). Des Weiteren könnte die HES induzierte 
verringerte PMN-Chemotaxis zur Persistenz von Bakterien führen. So zeigen 
Daten von Wagner und Mitarbeiter, dass infiltrierte und lokal aktivierte PMN 
nicht mehr zur Chemotaxis fähig sind (Wagner et al. 2004) und somit ihre 
Phagozytenfunktion nicht am Ort des Geschehens ausüben können. Die Auto-
ren postulieren, dass dadurch scheinbar das Phänomen der „frustrierten Pha-
gozytose“ ausgelöst wird, indem PMN zur Freisetzung ihrer zytotoxischen Mo-
leküle und proteolytischen Enzyme aktiviert werden und diese in die Umgebung 
freisetzen. Letztendlich ist dies mit einer progredienten Gewebedestruktion ver-
bunden (Saloga et al. 2006). Die zu Grunde liegende Vernetzung zwischen 
Entzündung und Apoptose in Hinblick auf HES induziertes Nierenversagen 
muss weiter aufgeklärt werden. 
 
Apoptose Immunhistologisch stellte sich im vorliegenden Experiment, zwölf 
Stunden nach Sepsisinduktion, ein insgesamt rarer Anteil apoptotischer Zellen 
in beiden Kompartimenten dar. Gründe hierfür könnten in einem verzögerten 
Zelltod mit einer Persistenz der Entzündung liegen (Taneja et al. 2004, Aoyama 
et al. 2009). So konnten Taneja et al. in vitro an PMN eine verzögerte und somit 
unterdrückte Apoptose bis zu 24 Stunden nach Sepsis-Initiierung feststellen, 
was laut Keel im Zusammenhang mit Veränderungen der 
Signaltransduktionswege proinflammatorischer Zytokine zu stehen scheint und 
mit einem schweren klinischen Verlauf der Sepsis einhergeht (Keel et al. 1997, 
Oberholzer et al. 2001b, Oberholzer et al. 2001a). Savill wies gegensätzlich 
dazu darauf hin, dass apoptotische Zellen bereits innerhalb weniger Stunden 
abgebaut sind und somit kein Nachweis mehr möglich ist (Savill 1997). Auch im 
Experiment von Messaris et al. zeigte sich sechs Stunden nach Sepsisinduktion 
ein signifikanter Anstieg aller Zelltodarten mit anschließendem Rückgang des 
Zelluntergangs (Messaris et al. 2008). Die zeitliche Verteilung verschiedener 
Zelltod-Marker, wie z.B. Bcl-2 („B-cell lymphoma 2“), BAX (bcl-2 assoziiertes x 
Protein) und CASP8, zeigen konsequente Muster, sodass eine beginnende 
Sepsis wahrscheinlich Initiator apoptotischer Ereignisse ist (Messaris et al. 
2008). 
Der zu vernachlässigende Anteil apoptotischer Zellen im Nierengewebe 
unstimulierter gesunder Kontrolltiere ist hingegen vermutlich mit dem Phäno-
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men der Spontanapotose aus unterschiedlichen Quellen zu erklären. Diese 
geht physiologisch durch Vermittlung des proapoptotischen Enzyms CASP3 
(Taneja 1999) mit einer Erneuerung von Tubulusepithel einher. Gegensätzlich 
dazu fanden Messaris et al. in ihrem Sepsismodell in Mäusen, dass vor allem in 
der Gruppe verstorbener Tiere überwiegend tubuläre Zellen von Apoptose be-
troffen waren (Messaris et al. 2008). Das könnte darauf hindeuten, dass dieser, 
mit der TUNEL-Methode detektierte Zellverlust, sich als Folge der Sepsis ein-
stellt und Tubuluszellen eine hohe Empfindlichkeit gegenüber einer Ischämie-
Reperfusionssequenz aufweisen (Carden und Granger 2000). 
Entgegengesetzt der Esterase-Färbung konnte unter Ringer-Azetat kein schäd-
licher Effekt bezüglich des Zelltodes dargestellt werden. Auch in anderen Groß-
Tiermodellen konnten bisher keine zytotoxischen Eigenschaften von Ringer-
Lösungen bestätigt werden (Ayuste et al 2006.). Dennoch wird gegenwärtig 
zwischen Ringer-Laktat-Lösung und Ringer-Azetat-Lösung unterschieden, wo-
bei Ayuste und Mitarbeiter durch die Beseitigung von D-Laktat aus Ringerlö-
sungen weniger apoptotischen Zelltod in Leber und Lunge nach hämorrhagi-
schem Schock bei Schweinen nachweisen konnten. Die Nierenrinde ist wie Le-
ber, Muskel und Myokard mit den entsprechenden Enzymmustern zum Azetat-
Metabolismus ausgestattet (Knowles et al. 1974, Kuze et al. 1986), was unter 
anderem den positiven Effekt gegenüber Lakat-haltigen Lösungen erklären 
könnte.  
Zudem fielen in der vorliegenden Untersuchung scharfe Abgrenzungen TUNEL-
positiver Prozesse vom umliegenden Nierengewebe auf. Segerer et al. konnten 
im Rahmen renaler thrombotischer Mikroangiopathie derartige Beobachtungen 
machen (Segerer et al. 2002). Dieser Aspekt forderte weitere histologische Un-
tersuchungen, durch z.B. eine MSB-Färbung, die im nachfolgenden diskutiert 
werden sollen. 
Verglichen mit der Lokalisation entzündlicher Prozesse waren die Glomeruli 
wenig bis gar nicht von Apoptose betroffen. Dennoch konnte wieder unter 10% 
HES 200 (0,65) ein vermehrter Zellschaden visualisiert werden. Ungleich zum 
Nierenmark, das weniger als 10% der renalen Durchblutung erhält, wird die Nie-
renrinde mit dem überwiegenden Anteil an Glomeruli physiologisch enorm 
durchblutet. Somit könnte man ursächlich auf eine hämodynamische Instabilität 
mit nachfolgender lokaler Ischämie infolge HES-Applikation schließen (Messaris 
et al. 2008). Barth zeigte hierzu in einem septischen Schweinemodell, dass 
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durch frühzeitige Gabe von 100% Sauerstoff positive Auswirkungen auf die Or-
ganfunktion mit weniger TUNEL-markierten apoptotischen Zellen erreicht wer-
den können (Barth et al. 2008). 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte infolge der Volumentherapie mit 
10% HES 200 (27) ein signifikanter Anstieg apoptotischer Zellen im Vergleich 
zur Sham-Gruppe (1,6) im Tubuli-interstitiellen Kompartiment der Niere festge-
stellt werden. Stander et al. betrachten diesen Aspekt kritisch. Anlässlich der 
kolloidalen Volumenersatz-Applikation sei Apoptose eine additive Wirkung in 
vorgeschädigtem Gewebe und könnte nicht per se mit der HES-Therapie be-
gründet werden (Ständer et al. 2002). Da sich jedoch ein nicht signifikanter Un-
terschied zwischen den beiden HES-Gruppen zeigte, könnte man davon aus-
gehen, dass 6% HES 130 im Gegensatz zu 10% HES 200 morphologisch ver-
mutlich weniger Einfluss auf das Absterben renaler Zellen hat. Auch Wei et al. 
konnte mittels TUNEL-Färbung keinen nachteiligen Effekt unter 6% HES 130 
gegenüber 0,9% NaCl-Lösung feststellen (Wei et al. 2009). Im Unterschied zur 
vorliegenden Untersuchung waren die Versuchstiere Mäuse und das Untersu-
chungsmaterial alveolare Epithelzellen.  
Als weiteres wesentliches Ergebnis dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
es auch unter der Behandlung mit Gelatine-Lösung zu einem deutlichen Anstieg 
apoptotischer Zellen (15,8), vorrangig im Tubuli-interstitiellen Kompartiment, 
kam. Altunkan et al. konnten in einem Ischämie-Reperfusions-Modell an Hasen 
immunhistochemisch einen Anstieg Bcl-2 Proteine unter 4% Gelatine ermitteln, 
wobei die Untersuchung in Lebergewebe erfolgte (Altunkan et al. 2002). 
Weitere histologische Analysen zur inflammatorischen und apoptotischen Wir-
kung der untersuchten VEL auf die verschiedenen Kompartimente Glomeruli 
und Tubuli-interstitieller Raum liegen zum derzeitigen Zeitpunkt nicht vor. Je-
doch sind verschiedene molekularbiologische Analysen hinsichtlich der Signal-
kaskaden des Zelltodes durchgeführt worden, sodass im Rahmen der vorlie-
genden Studie verschiedene Parameter auf Genexpressionsebene getestet 
worden. 
 
Tubulusepithelschaden Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnten 
Zeichen eines ANV in allen Nieren septischer Versuchstiere aufgezeigt werden, 
wobei sich neben den bereits erwähnten entzündlichen Zellinfiltraten auch Zell-
schwellung und unterschiedlich stark ausgeprägte Tubulusepithelschäden dar-
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stellten. Interessanterweise konnten Versuchstiere, die mit 10% HES 200 be-
handelt wurden, immer wieder mit besonders hohem Tubulusepithelschaden-
Anteil detektiert werden, was sich mit aktuellen histopathologischen Erkenntnis-
sen über dessen Nebenwirkung deckt (Cittanova et al. 1996, Dehne et al. 1997, 
Hueter et al. 2009). Sowohl mittels Jones-Färbung als auch durch 
Lektinbindung und anschließender semiquantitativer Auswertung konnten 
enorme Bürstensaum-Destruktionen und Rarefizierungen als Zeichen des aku-
ten Tubulusepithelschadens nachgewiesen werden. Unter den restlichen Sub-
gruppen der septischen Versuchstiere konnte hingegen ein kaum merklicher 
Unterschied festgestellt werden. Der proximale Tubulus der Niere besitzt eine 
Schlüsselfunktion bei der Wiedergewinnung der beinahe gesamten Menge des 
von der Niere filtrierten Kochsalzes und Wassers. Durch Verlust der Bürsten-
saummembran des proximalen Tubulus werden die hierfür verantwortlichen 
Transportsysteme und die Protein-Lipid-Polarität der Membran gestört, was 
zum Teil mitverantwortlich für die reduzierte Natrium- und Glucosereabsorption 
und somit die Abnahme der glomerulären Filtration ist (Molitoris 1991). 
Bezüglich des Tubulusepithelschadens als Kennzeichen eines ANV ergaben 
die vorliegenden Daten in Hinblick auf die Hypothese signifikante Unterschiede 
zwischen 10% HES 200 und den übrigen Lösungen, was die Ergebnisse der 
bereits erwähnten VISEP-Studie stützt. Weitere Befunde trugen Dehne et al. bei, 
die bei operativen Intensivpatienten im Vergleich von 10% HES 200/0,5 mit ei-
ner nicht genau spezifizierten Kontrollgruppe durch Bestimmung differenzierter 
renaler Parameter (α1-Mikroglobulin, N-Acetyl-β-D-Glucosaminidase) einen 
negativen Effekt der untersuchten HES-Lösung auf die Tubuli beschrieben 
(Dehne et al. 1997). Diskutiert werden in diesem Zusammenhang onkotisch 
bedingte Ursachen, wobei die Rückresorption rasch ausgeschiedener kleinerer 
Moleküle mit erhöhter Urinviskosität und vermindertem Urinfluss einhergehen 
(Herrath und Thimme 1990). Schon in früheren Publikationen wurde die Bildung 
eines hyperonkotischen, hochviskösen Primärharns nach der Zufuhr von VEL 
mit hohem kolloidosmotischen Druck bei gleichzeitig bestehender Dehydratati-
on als entscheidender Auslöser für eine akute Oligo-/Anurie betrachtet (Mailloux 
et al. 1967, Moran und Kapsner 1987). In einer multizentrischen, europäischen 
Beobachtungsstudie (CRYCO) wurden hyperonkotische versus hypoonkotische 
VEL an 822 Schockpatienten auf Intensivstation bezüglich deren 
nephrotoxischer Wirkung dokumentiert (Schortgen et al. 2008). 
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Hyperonkotische Lösungen, insbesondere die Verwendung von 20% Albumin-
Lösung waren mit einer signifikant höheren 28-Tage-Letalität assoziiert. Als Kri-
tikpunkt dieser CRYCO-Studie sollte erwähnt werden, dass alle HES-Lösungen 
der hyperonkotischen Gruppe zugeordnet waren und schwerkranke Patienten 
eher mit hyperonkotischer HES-Lösung als beispielsweise Gelatine oder Rin-
ger-Lösung behandelt wurden (Wiedermann 2009, Davidson 2009). Gegensätz-
lich dazu ergab sich in einer Metaanlayse, in der 25 randomisierte klinischen 
Studien mit insgesamt 1485 Patienten eingeschlossen waren, kein Hinweis auf 
eine Nierenschädigung durch hyperonkotisches Albumin (Jacob et al. 2008). 
Andere Untersuchungen zeigten, dass die Dysfunktion peritubulärer Kapillaren 
ein frühes Ereignis im Sepsis bedingten ANV ist, die zu tubulärem Stress und 
somit tubulärer Nierenschädigung führen können (Wu et al. 2007). Darüberhi-
naus sensibilisieren Endotoxine das renale Tubulusgewebe für ischämisch-
hypoxische Ereignisse. Letztlich führt dies zu einer verschlechterten tubulären 
Regeneration (Fan et al. 1995).  
 
Osmotische Nephrose Histopathologisch wird eine osmotische Nephrose mit 
Vakuolisierung der Tubulusepithelien beschrieben (Legendre et al. 1993, Ginz 
et al. 1998), wobei davon ausgegangen werden kann, dass der vakuoläre 
Transport die Zellen vor osmotischen Schädigungen durch die rückresorbierte 
Substanz bewahrt (Dr. med. Clemens Bockmeyer, MHH, persönliche Mitteilung) 
und somit keine nachteilige Beeinträchtigung der tubulären Nierenfunktion zur 
Folge hat. Dieses Phänomen konnte bei den verschiedensten Volumenthera-
pien identifiziert werden (Legendre et al. 1993, Hueter et al. 2009) und ist daher 
nicht explizit auf eine Nebenwirkung von HES zurückzuführen. So wurden diese 
unspezifischen Läsionen auch in Patienten, die Mannitol, hypertone Glukose-
Lösung und Zyclosporin A erhielten, gefunden und konnten folglich mit keiner 
Funktion in Verbindung gebracht werden (Legendre et al. 1993). Dickenmann  
et al. fügten dem hinzu, dass diese morphologischen Veränderungen 
dosisabhängig sind, im gesunden Nierengewebe innerhalb weniger Tage rever-
sibel und von geringer funktioneller Bedeutung sind (Dickenmann et al. 2008). 
Im Gegensatz zu Schortgen et al., die nur unter 6% HES 200 osmotische 
nephroseähnliche Nierenveränderungen feststellten (Schortgen et al. 2001), 
konnte in der vorliegenden Untersuchung mittels Standardfärbung (PAS-
Färbung) folgendes gezeigt werden: Eine dezente Vesikelbildung, eine Abfla-
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chung der proximalen Tubulusepitehlzellen und eine Ausweitung des 
Tubuluslumens als Zeichen einer osmotischen Nephrose wurden auch in Ver-
suchstieren, die mit Gelatine therapiert wurden, nachgewiesen. Diese Speiche-
rung in Form der "osmotic nephrosis like lesions“ ist für Gelatine wegen der ge-
ringen Unterschiede zu anderen Eiweißen analytisch kaum fassbar und darü-
berhinaus wegen der guten Abbaubarkeit nur von kurzer Dauer (Adams 2007). 
Hingegen ist für HES eine zusätzliche Speicherung im renalen Retikuloendothe-
lialen System (RES) für längere Zeit (bis zu mehreren Monaten) gesichert (Ginz 
et al. 1998), wobei die PMN davon unberührt sind. Sind hingegen Makrophagen 
als Teil des RES betroffen, ist die Aufnahmefähigkeit und somit die Klärfunktion 
des RES im Sinne der Sanarelli-Schwartzman-Reaktion limitiert (Reimann et al. 
2000). Dies geht mit herabgesetzter Immunkompetenz einher und wird insbe-
sondere bei kritisch kranken Patienten im Schock oder bei Sepsis relevant. 
 
Akute tubuläre Nekrose Mittels PAS-Färbung konnten zudem Zeichen begin-
nender Nekrose des Tubulusepithels bei allen septischen Tieren dargestellt 
werden, wobei diese sehr unterschiedlich stark ausgeprägt waren. Gegensätz-
lich der Meinung von Krautzig, der diese als Verursacher des ANV auffasst 
(Krautzig 2000), konnte die akute tubuläre Nekrose in vielen weiteren Studien 
nicht als Verursacher des septischen akuten Nierenversagens festgestellt wer-
den. So konnte bei Berichterstattung von 184 Patienten mit septischen ANV nur 
in 22% der Fälle (26 Patienten) eine akute tubuläre Nekrose ausfindig gemacht 
werden (Langenberg et al. 2008).  
 
Thrombotische Mikroangiopathie Die infiltrierten Entzündungszellen bilden 
zahlreiche profibrotische Zytokine und Wachstumsfaktoren, die zum fibrotischen 
Umbau des Organs beitragen (Kuhlmann et al. 2008). Eine nachfolgende 
Fibrosierung und Vernarbung zeigte sich mittels MSB-Färbung vor allem in hi-
lusnahen Arteriolen unter HES- und Ringer-Azetat-Therapie, was vermutlich zu 
einer weiteren Verschlechterung der Nierenfunktion beiträgt (Kuhlmann et al. 
2008). Eine durch Ringer-Therapie induzierte Störung der Hämostase konnten 
interessanterweise auch Schürholz et al. aufzeigen. So konnte in einem Tier-
modell mit Schweinen bei einem Baseline-Wert von 100%, acht Stunden nach 
Sepsisinduktion, 121% thrombozytäre Mikrovesikel unter nicht näher bezeich-
neter Ringer-Lösung nachgewiesen werden, während sich im Vergleich zu 4% 
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Gelatine (41%) und 6% HES 200 (19%) deutlich weniger prokoagulante Aktivi-
tät zeigten (Schürholz 2004). Eine mögliche Erklärung könnte in einem geringen 
Volumeneffekt kristalloider Ringer-Lösung liegen. Um den ZVD aufrecht zu er-
halten musste sowohl im Experiment von Schürholz et al. als auch im vorlie-
genden Experiment eine weitaus höhere Menge Ringer-Lösung infundiert (Tab. 
3, Datenanhang) werden als es unter kolloidalen Lösungen nötig war. Letztend-
lich kann dies somit über Ödembildung zu einer unzureichenden Sauerstoffver-
sorgung des Gewebes, Zerstörung funktioneller Zellen und schließlich zur Ent-
wicklung einer Koagulopathie und zum multiplen Organversagen führen (Groe-
neveld 2000, Schuerholz et al. 2004). Neben dem scheinbaren Einfluss 
kristalloider Lösung auf die Blutgerinnung stellten sich auch unter der Einwir-
kung von 10% HES 200 Schäden im Glomerulum in Form glomerulärer 
fibrinreicher Mikrothromben dar. Ähnliche Ergebnisse zeigten sich in der Unter-
suchung von Coalson im septischen Schock, bei dem sich neben den 
glomerulären fibrinreichen Thromben auch das glomeruläre Kapillar-Endothel 
fokal ödematös und zerstört zeigte (Coalson et al. 1975). Der Stellenwert 
thrombotischer Mikroangiopathie bei Sepsis ist bisher noch nicht hinreichend 
geklärt. 
Im Einzelfall der Probe Sy 48 (Sepsis + 10% HES 200, Tab. 4, Datenanhang) 
konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit starke Einblutungen und fibrinoide 
Wandnekrosen in den Arteriolen nachgewiesen werden. Das unterstreicht den 
vermehrten, vermutlich durch 10% HES 200 induzierten, glomerulären Schaden 
im akuten Nierenversagen und kann zu einem Übertritt der Wandnekrose in die 
Glomeruli führen (Böcker 2008). Zudem scheint HES eine Störung der 
Fibrinpolymerisation zu verursachen (Haas et al. 2007). So zeigte die Untersu-
chung von Innerhofer et al., dass infolge einer perioperativen Verabreichung 
von 6% HES 200 und 4% Gelatine eine erhöhte Gerinnselbildung auftrat. Unter 
Ringer-Laktat-Lösung resultierte keine derartige Störung der Polymerisation 
(Innerhofer et al. 2002). Auch die Zellinfiltration mit PMN und die bestehende 
fibrinoide Wandnekrose können zu einer Verengung des Gefäßlumens führen, 




5.2.2 Molekularbiologische Ergebnisse 
Bezüglich sepsisrelevanter Entzündungs-und Apoptose-Mediatoren existieren 
eine Reihe von Arbeiten. Diese sind bereits dahingehend erforscht, mit Aus-
nahme von CEB/P, dass sie als Proteine früher (Zytokine) oder später (P53 und 
CASP3) im Verlauf der Sepsis im Plasma der Patienten ansteigen (Osuchowski 
et al. 2006, Simmons et al. 2004, Meissner 2005, Zhang et al. 2006, Brabant et 
al. 2007).  
TNFα und IL6 Verschiedene Studien zeigten, dass übermäßig hohe TNFα und 
IL6 Spiegel (>1000pg/ml) mit der Schwere der Sepsis sowie mit einem ver-
schlechtertem Outcome septischer Patienten verbunden sind (Damas et al. 
1992, Reinhart et al. 2006, Zanotti et al. 2002, Chawla et al. 2007, Bloos et al. 
2008). In der vorliegenden Untersuchung konnten erhöhte mRNA-Expressionen 
beider Zytokine im Nierengewebe der Ringer-Azetat-Gruppe festgestellt wer-
den, was die erhöhte Produktion dieser infolge der Sepsis unterstreicht und an-
dere Forschungsergebnisse septischer Modelle stützt (Meyer et al. 1995, Zhai 
et al. 1999, Meissner 2005).  
Pathophysiologische Erklärungen für eine TNFα-Expression im Nierengewebe 
scheinen darin begründet, dass das Zytokin über Phagozyten-Aktivierung zur 
Produktion weiterer Zytokine, wie IL6, IL1 und Chemokine stimuliert wird (Sie-
genthaler 2006b). Dies fördert die Chemotaxis und Adhäsion der Phagozyten 
an die glomerulären Zellen und scheint damit wesentlich zur glomerulären 
Schädigung beizutragen (Messmer et al. 1999, Riede et al. 2004). Auch die Bil-
dung der intravaskulären Blutgerinnung wird durch TNFα gefördert, was die 
Endothelzellen schädigen und zu einer Nekrose der Zellen führen kann (Mess-
mer et al. 2000, Neumann 2008). TNFα wäre zudem in der Lage, Apoptose in 
Nieren-Epithelzellen zu induzieren (Peralta Soler et al. 1996, Ortiz et al. 2000, 
Ramesh und Reeves 2002), wobei in Kleintier-Experimenten durch Hemmung 
bzw. Neutralisation von TNFα akute ischämiche Nierenschäden reduziert wer-
den konnten (Donnahoo et al. 1999, Daemen et al. 1999, Ramesh und Reeves 
2002). Eine weitere Erklärung für diese Zytokin-Induktion könnte im „two-hit“-
Modell begründet liegen. Wie oben bereits beschrieben, stellten Turnbull et al. 
eine gesteigerte Empfindlichkeit für die Manifestation einer Sepsis nach einem 
„first-hit“ fest (Turnbull et al. 1995). Gegensätzliche Effekte erzielten Zervos und 
Mitarbeiter. Sie untersuchten die Auswirkungen des Blutverlustes im Sinne ei-
nes hämorrhagischen Schocks auf eine nachfolgende Sepsis an Ratten. Resul-
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tierend ergab sich eine frühe Induktion der TNFα-Genexpression infolge der 
Blutung, welche dann bei Endotoxingabe den erwarteten hohen Anstieg dieses 
Zytokins unterdrückte. Infolge dieses Mechanismus stellten Zervos et al. die 
These auf, dass ein zuvor stattgefundener Schock eine immunmodulierende 
protektive Wirkung auf das Krankheitsgeschehen der Sepsis habe (Zervos et al. 
1999). Bereits in einer früheren Untersuchung hatten Zervos et al. gezeigt, dass 
subletale Hämorrhagien schützend gegen letale, intraperitoneale Dosen von 
Endotoxinen wirkten (Zervos et al. 1997). Diese Ergebnisse sind kritisch zu be-
trachten, da dieser immunmodulierende Effekt bis dato nur an Ratten und Mäu-
sen nach Endotoxingabe nachgewiesen wurde, was nur eingeschränkt die Bak-
teriämie imitiert. Auch die intraperitonelae Applikation des LPS ist umstritten. In 
beiden Studien erfolgte kein Volumenersatz und das Nierengewebe wurde nicht 
untersucht.  
Des Weiteren wird vermutet, dass die Herunterregulierung von renalen Harn-
stoff-Transportern (UT-A1 bis A4) und Nieren-Chlorid-Kanälen für eine tubuläre 
Dysfunktion verantwortlich gemacht werden kann, wobei diese 
Herunteregulierung während eines LPS induzierten septischen ANV durch 
proinflammatorische Zytokine wie TNFα und IL6 vermittelt wird (Schmidt et al. 
2007). In einem E. coli induzierten Sepsismodell an Mäusen wiesen Cunning-
ham et al. nach, dass die Wirkung des TNFα über renale TNFα-Rezeptoren 
vermittelt wird (Cunningham et al. 2002). Wie genau TNFα seine toxische Wir-
kung entfaltet, ist nicht vollständig geklärt. Apoptotische Prozesse scheinen je-
doch über diese renale TNFα-Rezeptor-Aktivierung initiiert zu werden, die letzt-
endlich zur Tubulusschädigung beitragen (Sano et al. 2000, Meldrum et al. 
2001, Bonegio und Lieberthal 2002).  
In der vorliegenden Arbeit führte die Behandlung mit Gelatine zu einer erhöhten 
TNFα und IL6 Expression, was mit den Resultaten anderer experimenteller Er-
gebnisse homogen ist und für eine zusätzliche schädigende Wirkung im Nie-
rengewebe sprechen könnte. Mithilfe spezifischer ELISA-Kits konnten Feng et 
al. dazu ansteigende Protein-Levels für TNFα unter Behandlung modifizierter 
Gelatine verschiedener Dosierungen (Feng et al. 2007) beobachten. Des Weite-
ren stellten Boldt et al. im Plasma älterer herzchirurgischer Patienten ebenso 
wie Lee et al. in einem hämorrhagischen Schockmodell an Ratten einen deutli-
cheren Anstieg von IL6 bei Therapie mit 4% Gelatine verglichen mit 6% HES 
130 fest (Lee et al. 2005, Boldt et al. 2008). Auch andere Forschergruppen be-
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richten von abgeschwächter bis sogar unterdrückter Entzündung unter HES. 
Lang et al. konnten eine deutlich geringere IL6 Serumkonzentration unter 6% 
HES 130 verglichen mit Ringer-Laktat feststellen (Lang et al. 2001, Lang et al. 
2003). Ferner konnte sowohl auf Protein- als auch auf Genexpressionsebene 
unter Verabreichung von HES 130 eine deutlich unterdückte TNFα-Produktion 
festgestellt werden (Feng et al. 2007, Boldt et al. 2008), was mit den vorliegen-
den Ergebnissen auf Genexpressionsebene übereinstimmt. Sowohl 6% HES 
130 als auch 10% HES 200 scheinen alle ausgewählten Entzündungs- und 
Apoptosemarker zu unterdrücken. Diese Ergebnisse sprechen interessanter-
weise für einen antiinflammatorischen Effekt. Ein möglicher Mechanismus ist, 
laut Lv et al., die direkte Hemmwirkung von HES auf die Zellen, die 
proinflammatorische Mediatoren durch Endotoxinämie freisetzen. Andererseits 
könnte HES die Wechselwirkung zwischen LPS und Oberflächenrezeptoren der 
Zellen dahingehend regulieren, dass die inflammatorische Antwort durch LPS-
Einwirkung herunterreguliert wird (Lv et al. 2006). Interessanterweise konnten 
Lv et al. mit Myeloperoxidase (MPO)-Färbung keine Neutrophilen-Infiltration 
unter HES in deren septischen Rattenmodell darstellen. Im Rahmen dieser Stu-
die wurde darauf hingewiesen, dass die Herunterregulierung entzündlicher Fak-
toren infolge einer HES-Therapie bisher weder in der Niere noch in einem 
Schweinemodell nachgewiesen wurde und vermutlich nur unter Mitwirkung an-
derer Faktoren diese Wirkung entfalten kann.  
Andere Forschergruppen konnten hingegen keinen antiinflammatorischen oder 
antiapoptotischen Effekt unter Verwendung von HES finden (Schaper et al. 
2008). In einem in vitro Experiment mit Schafen konnten Su et al. sowohl unter 
6% HES als auch unter 20% Albumin- und Ringer-Azetat-Lösungen einen signi-
fikanten Anstieg von IL6 im Plasma nachweisen (Su et al. 2007). Eine gemin-
derte TNFα-Expression infolge von HES-Applikation wurde mit Hemmung des 
LPS induzierten intrazellulären Transkriptionsfaktors NF-КB (nuklearer Faktor-
kappa B) begründet. Anlässlich dessen Reprimierung wird auch von Zellunter-
gang berichtet (Brabant et al. 2007). Begründet wird dieser Widerspruch durch 
einen möglichen Wechsel einer Reaktion auf eine andere, in Abhängigkeit von 
Zeit und Stimulus (Liu und Malik 2006). So wäre zu erwarten, dass sich bei in-
travenöser Toxingabe anstatt intraperitonealer Bakteriengabe nach zwölf Stun-
den im septischen Schock ein stärkerer Insult abzeichnet, der auf Genexpressi-
onsebene anstatt der vorliegenden moderaten Signale zu stärkeren Verände-
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rungen auf Genexpressionsebene geführt hätte. Genauso wären zu einem spä-
teren Zeitpunkt nach Sepsisinduktion infolge des vorliegenden Versuchsauf-
baus andere Ergebnisse zu erwarten. 
In Anbetracht der histologisch wertvollen ermittelten starken Entzündungs- und 
Apoptosezeichen unter HES-Applikation, verglichen mit der moderaten Unter-
drückung aller untersuchten inflammatorischen und apoptotischen Mediatoren 
spricht dies für ein ungeklärtes Signaltransduktionsnetzwerk, bei dem auf dem 
Weg der Genregulierung zum Proteom sowohl aktivierende als auch 
inhibitorische Prozesse ablaufen, die letztendlich im Gewebe zu gesteigerter 
Entzündung und Apoptose führen. So kommt es z.B. bei P53  durch 
posttranslationale Modifikation zu einer Aktivierung durch Phosphorylierung die 
de novo auf Proteinebene zu anderen Ergebnissen als auf transkriptioneller 
Ebene führt. Des Weiteren erscheint es möglich, dass die verschiedenen Ex-
pressionsmuster durch einen unterschiedlichen zellulären Ursprung der 
Zytokinproduktion bedingt sind, z.B. Aktivierung durch infiltrierende Leukozyten 
gegenüber der Bildung durch parenchymale Nierenzellen (Ramesh und Reeves 
2002). Zytokine tragen zudem dazu bei, die Inflammationsreaktion zu kontrollie-
ren (Mims et al. 2006), was im Falle einer Inhibition dieser nur eingeschränkt 
möglich ist und die verstärkte Einwanderung von Entzündungszellen unter 
HES-Behandlung erklären könnte.   
Von der Gesamtheit aller durchgeführten Untersuchungen sollten die Ergebnis-
se der PCR infolge HES therapierter Tiere jedoch am kritischsten betrachtet 
werden, da diese bei einer Transkriptionsrate von weit unter dem Faktor 2 nicht 
als differentiell exprimiert gelten können. Daher konnten nur Tendenzen aufge-
zeigt werden. 
 
CASP3 Über die Bedeutung apoptotischer Prozesse im septischen Nierenver-
sagen gibt es bisher wenige Untersuchungen auf Genexpressionsebene und 
noch weniger unter Therapie mit verschiedenen VEL. Andererseits ist jedoch 
bekannt, dass bei der Beschreibung und Quantifizierung von apoptotischen Zel-
len eine gute Korrelation zwischen CASP3-Markern und der TUNEL-Färbung 
besteht (Zhu et al. 2000, Duan et al. 2003). Somit wurde diese Effektor-CASP 
zur Untersuchung genutzt, wobei das Verfahren der RT-PCR zeitnah organspe-
zifische Veränderungen der Wirtsreaktion abbilden kann (Supavekin et al. 
2003). CASP spielen eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung und Ausfüh-
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rung der Apoptose (Brabant et al. 2007) in der Sepsis, obgleich CASP3 auf in-
trinsischem Weg über Mitochondrien-CASP9 vermittelt oder extrinsisch über 
einen Todesrezeptor initiierten CASP8 vermittelten Weg aktiviert wird. Es gibt 
immer mehr Belege dafür, dass sich in bestimmten Fällen diese beiden 
Pathways gegenseitig aktivieren können (Hotchkiss und Nicholson 2006). Guo 
et al. berichten, dass infolge Endotoxin-Gabe ein signifikanter Anstieg der 
CASP3-Expression nachgewiesen werden konnte und akutes Nierenversagen 
von einer CASP Aktivierung abhängig ist. Mittels TUNEL-Färbung konnten 24 
Stunden nach Sepsis-Initiierung apoptotische Kerne in Arteriolen, Tubuli und 
peritubulären Bereichen dargestellt werden (Guo et al. 2004). Gegensätzlich 
dazu konnte im gleichen experimentellen Setting durch einen CASP-Inhibitor 
apoptotischer Zelltod verhindert werden. Andere Studien stützen einen Überle-
bensvorteil infolge einer Hemmung von CASP (Weber te al. 2004, Wesche-
Soldato et al. 2007). Im Experiment von Guo et al. wurde zudem eine verringer-
te Neutrophilen-Akkumulation aufgezeigt und die entzündliche Reaktion in der 
Niere verbessert (Guo et al. 2004). Studien belegen, dass CASP somit nicht nur 
am Zelltod beteiligt sind, sondern auch eine zentrale Rolle bei der Vermittlung 
der entzündlichen Reaktion während der ersten Phase der Hyperinflammation 
spielen (Guo et al. 2004, Hotchkiss und Nicholson 2006). Überraschenderweise 
können CASP auch an der Lymphozytenaktivierung und Proliferation beteiligt 
sein (Perfettini und Kroemer 2003, Newton und Strasser 2003, Creagh et al. 
2003). Angesichts dieser Komplexität ist die Beurteilung der Frage, ob CASP-
Aktivierung Zellvermehrung, Zelldifferenzierung oder Apoptose induziert, 
schwierig, ebenso wie eindeutige Schlussfolgerungen über die genauen 
„Pathways“ der Apoptose während einer Sepsis (Hotchkiss und Nicholson 
2006).  
Auch im vorliegenden Ansatz konnten die Ergebnisse der CASP3-Transkription 
nicht hinreichend pathophysiologisch erklärt werden. So konnte eine CASP3-
Expression sowohl unter Ringer-Azetat-Therapie als auch unter Behandlung mit 
4% Gelatine festgestellt werden, währenddessen HES vermutlich keine CASP3 
vermittelten Schädigungen auf Genexpressionsebene im Nierengewebe indu-
ziert. Die moderate Induktion durch HES 200 könnte man als Ausreißer bewer-
ten. Interessanterweise scheint vor allem 6% HES 130 CASP3 und somit 
apoptotische Signalwege zu hemmen, was entgegengesetzt der Meinung von 
Duan und Garner (2003) nicht im Einklang mit den histopathologischen Ergeb-
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nissen der TUNEL-Färbung steht. Somit spielen wahrscheinlich, ähnlich den 
Ergebnissen der proinflammatorischen Zytokine, eine Reihe unbekannter Fak-
toren bei der Apoptoseinitiation eine Rolle, die es zu klären gilt. Der Aktivie-
rungszustand der Zytokine, das Stadium des Zellzyklus, das Ausmaß des 
apoptotischen Stimulus und die Art der Bakterien scheinen alle in diesen Me-
chanismus einzugreifen (Hotchkiss und Nicholson 2006). Offensichtlich kann 
der Körper gram-negative Bakterien im frühestmöglichen Stadium registrieren 
(Mims et al. 2006). Zudem wurde bei höheren Konzentrationen von bakteriellen 
Lipoproteinen (>1000 ng/ml) im Gegensatz zu niedrigeren Konzentrationen 
(<1000 ng/ml) antiapoptotische Effekte in vitro an PMN beobachtet (Power et al. 
2004). Da in der vorliegenden Arbeit in allen Versuchstieren die gleiche Anzahl 
an Bakterien verwendet wurde, könnte das auf ein verzögertes Beseitigen die-
ser Bakterien unter HES schließen lassen. Zudem sind bestimmt Zelltypen, wie 
z.B. Lymphozyten und Magen-Darm-Epithelzellen vermutlich anfälliger gegen-
über Apoptose in der Sepsis als andere (Hiramatsu et al. 1997, Chung et al. 
1998, Oberholzer et al. 2001b).  
 
P53 Protein 53 ist ein durch Stress induzierter Transkriptionsfaktor, der durch 
eine Reihe von negativen Impulsen einschließlich DNA-Schädigung und Hypo-
xie aktiviert werden kann. Ist die Funktion einer Zelle geschädigt, wird die Ex-
pression vom P53 erhöht und führt zu Wachstumsarrest oder Apoptose der ge-
schädigten Zelle (Lowe et al. 1993, Polyak et al. 1997). P53 scheint zudem ein 
wichtiger Auslöser des Zelltodes nach ischämischer Nierenschädigung zu sein 
(Dagher 2004) und könnte zukünftig in der Therapie des ANV eine wesentliche 
Rolle spielen (Kindt et al. 2008).  
Infolge HES-Applikation scheint das Tumorsuppressor-Protein P53 in der vor-
liegenden Untersuchung reprimiert bzw. unbeeinflusst zu sein. Möglicherweise 
könnte es auf diese Weise seiner Funktion als „Wächter des Genoms“ nicht 
hinreichend gerecht werden und stellt somit wahrscheinlich keinen Vorteil der 
Therapie dar. Komarova und Mitarbeiter stellten darüberhinaus hohe metaboli-
sche Entzündungsmarker im Gewebe von P53-defizienten Mäusen mit einer 
zusätzlichen Überempfindlichkeit gegenüber LPS fest (Komarova et al. 2005). 
Eine mögliche Erklärung wäre, dass eine Unterdückung des Tumorsuppressor-
Proteins zu vermehrter Inflammation führen kann. Untersuchungen mit ver-
schiedenen VEL im septischen Nierenversagen fehlen dazu bisher. Supavekin 
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et al. konnten in einer frühen Phase der renalen Ischämie mit anschließender 
Reperfusion am Mausmodell eine Herunterregulierung des P53-Gens mittels 
RT-PCR analysieren (Supavekin et al. 2003). Interessanterweise konnten, ähn-
lich den vorliegenden Ergebnissen, prädominant im Tubuli-interstitiellen Raum 
TUNEL-positive Einfärbungen erzielt werden, wohingegen die Glomeruli 
immunhistochemisch keine Apoptose aufwiesen.  
 
C/EBP Im vorliegenden Experiment wurden Zeichen einer DIC und thromboti-
schen Mikroangiopathie im Rahmen des septischen akuten Nierenversagens 
präsent. Da weitere Aufschlüsse zu genauen molekularen Mechanismen der 
DIC notwenig sind (Slofstra et al. 2007), wurde in Anlehnung an Slofstras Er-
gebnisse der Transkriptionsfaktor C/EBP („CAAT/enhancer binding protein“) zur 
Untersuchung auf Genexpressionsebene im Sinne hypothesengetriebener For-
schung ausgewählt. Dieses Protein wird zur Aufrechterhaltung der Zelldifferen-
zierung betrachtet (Wedel und Ziegler-Heitbrock, 1995). Nach heutigem Wis-
sensstand sind sechs verschiedene Isoformen der CAAT/“enhancer“ bindenden 
Proteine bekannt, wobei die C-terminale Aminosäure-Sequenz bei allen C/EBP-
Isoformen zu 90% identisch ist (Ramji und Foka 2002). Das Forscherteam um 
Slofstra fand in C/EBP-defizienten septischen Mäusen mit Endotoxin induzierter 
DIC ein vermindertes Auftreten von Nierenversagen mit Rückgang der systemi-
schen Entzündung vor. Interessanterweise verbesserte sich nach 
Herunterregulierung des Transkriptionsfaktors die Nierenfunktion durch Rück-
gang der harnpflichtigen Stoffe Kreatinin und Harnstoff. Auf der Basis der vor-
liegenden histologischen Ergebnisse scheinen sich jedoch keine Verbesserun-
gen im Nierengewebe bei Herunterregulierung dieses momentan noch relativ 
unbekannten Faktors unter HES-Behandlung einzustellen. Es muss darauf hin-
gewiesen werden, dass in Slofstras Experiment die Isoform δ (delta) an Mäusen 
untersucht wurde. Im vorliegenden Experiment konnte als schweinespezifischer 
Primer aufgrund unzureichender Annotation hingegen nur die Isoform β (beta) 
getestet werden. Bei akuten Erkrankungen wie Sepsis und DIC spielt C/EBP 
vermutlich parallel an entzündlichen (Slofstra et al. 2007) und apoptotischen 
Wegen (Thangaraju et al. 2005) eine Rolle. So scheint die Induktion des Trans-
kriptionsfaktors durch eine Vielzahl von extrazellulären Stimuli, einschließlich 
IL1, IL6, Endotoxin und TNFα beschleunigt zu werden (Poli 1998). Demnach 
könnte im vorliegenden Experiment ein Zusammenhang zwischen der 
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Zytokininduktion unter Verwendung von 4% Gelatine- sowie Ringer-Azetat-
Lösung und der vermehrten C/EBP-Expression bestehen. Eine erhöhte 
transkriptionelle Aktivität des C/EBP kann sowohl durch ihre modifizierte Ex-
pression als auch durch posttranskriptionelle Modifikationen wie Phosphorylie-
rung (Buck et al. 1999) und Protein-Protein-Interaktion (LeClair et al. 1992) 
ausgelöst werden. Zudem konnte der Transkriptionsfaktor als wichtiger Vermitt-
ler proapoptotischer Genexpression nachgewiesen werden. In Epithelzellen der 
Brustdrüse gelang in C/EBP-defizienten Mäusen keine Aktivierung 
proapoptotischer Gencodierungen für, zum Beispiel P53, während 
antiapoptotische Gene nicht unterdrückt wurden (Thangaraju et al. 2005). Somit 
scheint C/EBP ein Haupt-Regulator proapoptotischer Genregulierungen bei der 
Einleitung des physiologischen Zelltodes zu sein (Thangaraju et al. 2005).  
Im vorliegenden Experiment konnte im Gegensatz zur HES-Therapie unter der 
Therapie mit Ringer-Azetat und 4% Gelatine eine Induktion des Transkriptions-
faktors festgestellt werden, was demnach vermutlich als schützende Funktion 
vor Zelltod begründet werden kann. In anderen Experimenten wurde eine Ab-
hängigkeit der C/EBP-β vermittelten Transaktivierung der N-terminalen Domäne 
von P53 beschrieben (Kubicka et al. 1999), indem P53 eine Hemmung der 
C/EBP-β vermittelten Gen-Transkription induziert (Webster et al. 1996) und so-
mit die Regulierung der Zytokin-Synthese verändert und Zellproliferation ver-
hindert (Margulies und Sehgal 1993, Wang et al. 1995, Kubicka et al. 1999). Im 
Experiment von Slofstra (2007) konnte bei reprimierter Genexpression von 
C/EBP eine unterschiedliche Wirkung im Gewebe festgestellt werden. Der 
schützende Effekt auf die Niere führte gleichzeitig zu einem schädigenden Ef-
fekt im Lebergewebe mit Anstieg der Stoffwechselenzyme ASAT (Aspartat-
Aminotransferase) und ALAT (Alanin-Aminotransaminase), was weitere Aufklä-
rungen zur nachweislichen Wirkung auf unterschiedliche Zelltypen und Organe 
erfordert. Da eine Beteiligung an der Expression einer Vielzahl von Genen in 
den unterschiedlichsten Geweben diskutiert wird, lässt sich der Transkriptions-
faktor noch nicht eindeutig einer bestimmten Signaltransduktionskaskade zu-
ordnen. Die Modifikationen auf transkriptioneller Ebene können, müssen aber 
nicht zwingend eine Konsequenz auf Ebene der Proteine bewirken (Tomic et al. 
2005). Selbst wenn beide Ebenen miteinander korrelieren, muss dieses Ergeb-
nis weder eine kausale noch eine assoziativ korrekte Annahme, bezogen auf 




Zur Protektion bzw. Senkung der Letalität des Krankheitsbildes des ANV, das 
klinisch mit einer plötzlichen Verschlechterung der Nierenfunktion und dem An-
stieg harnpflichtiger Substanzen im Blut einhergeht, bedarf es grundlegender 
pathophysiologischer Erkenntnisse und Therapiestrategien. Im Rahmen der 
vorliegenden Studie konnten entzündliche und apoptotische Auswirkungen ver-
schiedener VEL auf die Niere infolge eines etablierten kombinierten 
Sepsismodells beschrieben werden. Insbesondere unter dem Volumenersatz 
mit 10% HES 200 ließen sich signifikante Unterschiede zur Kontroll-Lösung, 
aber auch zu anderen VEL darstellen. Hochmolekulares HES scheint zu einer 
gesteigerten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten sowie einem vermehrten 
apoptotischen Zelluntergang im Nierengewebe zu führen. Das könnte für eine 
ursächliche Korrelation inflammatorischer und apoptotischer Kaskaden im 
Sepsisgeschehen sprechen und repräsentiert einen weiteren möglichen Thera-
pieansatz.  
Neben der erwiesenen geringen Kreislaufwirkung scheint die Therapie mit 4% 
Gelatine zusätzlich zu Zellschäden beizutragen. Deren Einsatz sollte somit be-
schränkt werden. 6% HES 130 scheint nach den vorliegenden Untersuchungen 
bezüglich inflammatorischer und apoptotischer Prozesse geeigneter gegenüber 
10% HES 200 als Volumenersatz in der Sepsistherapie zu sein. Für 10% HES 
200/0,5 ist ein nierenschädlicher Substanzeffekt somit nicht auszuschließen, 
was bereits Zugang in öffentliche Beipackzettel gefunden hat. Letztlich tragen 
führende Hersteller von VEL den renalen Nebenwirkungen der Substanz inso-
fern Rechnung, als das Gegenanzeigen für 6% HES 130/0,42 und 4% Gelatine-
Lösung in Form von Nierenversagen bzw. Niereninsuffizienz angegeben wer-
den.  
Ferner könnte unter Verabreichung von 10% HES 200 das Auftreten 
fibrinreicher Mikrothromben sowie eine Störung der Fibrinpolymerisation kausal 
für Nierenversagen verantwortlich sein. Zur weitergehenden Erforschung der 
Gerinnungsstörungen aufgrund verschiedener VEL wird gegenwärtig in Folge-
studien u.a. durch Blutproben derselben Schweine des vorliegenden „two-hit“-
Modells an der Klinik für Anästhesiologie und Intensivtherapie in Jena unter-
sucht.  
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Aktuell liegen verschiedene Analysen zur Genexpression unterschiedlicher 
sepsisrelevanter Parameter vor, die sich aber derzeit nicht zu einem homoge-
nen Gesamtbild zusammenfügen lassen. So wurden auch in den dieser Arbeit 
zugrunde liegenden Untersuchungen molekularbiologisch konträre Ergebnisse 
unter HES-Applikation mit tendenziell unterdrückten inflammatorischen und 
apoptotischen Mediatoren festgestellt. Auf den ersten Blick scheinen die Ergeb-
nisse im Vergleich zu den histologischen Ergebnissen widersprüchlich. Jedoch 
geben sie Hinweise dafür, dass beide HES-Lösungen im Gegensatz zu Gelati-
ne infolge des verwendeten klinisch relevanten Sepsis-Modells nach 12 Stun-
den zu kaum merklichen Veränderungen auf Genexpressionsebene führen, 
aber durch noch ungeklärte biologische Komplexsysteme zu sichtbaren Schä-
digungen in der Zelle führen. Weitere Arbeiten sollten sich der Proteinebene 
widmen, z.B. durch Untersuchungen mittels Western-Blot, ELISA und Immun-
fluoreszenz, wobei man in Gewebematerial und Versuchsdauer nach 
Sepsisinduktion variieren sollte, um die Wirkung von HES besser zu verstehen.  
Neue Aspekte, die zur Pathogenese des septischen ANV beitragen, sind nur 
durch die Ermittlung und Validierung neuer Mediatoren, wie zum Beispiel des 
gegenwärtig noch verhältnismäßig unbekannten Faktors C/EBP, möglich. 
Wegweisend für weitere wichtige Erkenntnisse im Rahmen des septischen ANV 
infolge verschiedener Volumenersatztherapien könnte das Verhältnis nieren-
spezifischer Parameter in Blut und Urin zur klinischen Symptomatik bzw. zu 
immunhistologischen und molekularbiologischen Analysen sowie die Untersu-
chung von kolloidalen HES-Lösungen als Triggerlösung für ANV sein. 
Die sich in der Diskussion befindlichen sekundären Maßnahmen, wie beispiels-
weise die Einhaltung bestimmter Dosierungen infolge HES-Applikation oder die 
Verwendung von TNFα-Antagonisten, sind derzeit lediglich experimentellen 
Charakters und weiteren klinischen Studien vorbehalten.  
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8 ANHANG  
8.1 Immunhistologisch verwendete Lösungen und Reagen-
zien 
 
Phosphatgepufferte NaCl-Lösungen für die Immunhistochemie 
Stammlösung 10x PBS   58 g Dinatriumhydrogenphosphat, 4 g Kaliumchlorid,   
160 g Natriumchlorid, 4 g Kaliumhydrogenphosphat in  
1800 ml Aqua dest. gelöst, mit HCl oder NaOH pH-Wert  
auf 7,4 eingestellt und auf 2000 ml Aqua dest. aufgefüllt 
Arbeitslösung 1x PBS 10:1 Verdünnung mit Aqua dest. 
4% Paraformaldehdy (pH 7,0) in PBS zur Gewebefixierung 
80 g Paraformaldehyd mittels Wägeschalen abgemessen und in 1500 ml Aqua dest. 
aufgelöst, Zufuhr von 200 ml 10x PBS, 2 h in einem 70°C warmen Wasserbad zur Lö-
sung der Aggregate, nach Abkühlung der Lösung auf Raumtemperatur Einstellung des 
pH-Wertes (7,0) und Volumen-Justierung auf 2000 ml 
Citrat-Puffer (pH 6,0) für die hitzeinduzierte Antigendemaskierung 
Stammlösung 10x Citrat-Puffer 21 g Trinatrium-Citrat (Sigma, St.Louis, USA) in 
800 ml Aqua dest. gelöst, mit NaOH auf pH-Wert 
6,0 eingestellt, ad 1000 ml mit Aqua dest. aufge-
füllt 
Arbeitslösung 1x Citrat-Puffer 10:1 Verdünnung mit Aqua dest. 
Tris-Puffer (pH 7,4) für Antigenmaskierung 
Stammlösung 10x Tris-Puffer 0,15 mol/l NaCl (87,66 g); 0,05 mol/l Tris HCl  
(78,80 g); auf 800 ml auffüllen, und mit NaOH auf 
pH-Wert 7,4 eingestellt, 0,05% Tween 20 (5 ml) 
zugeben (Sigma, St.Louis, USA), auf 1000 ml auf-
füllen  





Hämatoxylin nach P.Mayer (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D) 
Eosin (Certistain®, Merck, Darmstadt, D) 
Xylol (J.T.Baker, Deventer, Holland) 
Ethanol (J.T.Baker, Deventer, Holland) 
Aquadek (Merck, Darmstadt, D) 
 
Esterase-Färbung 
Leucognost® NASDCL (Merck, Darmstadt, D) Reagenz 1 Tris-Puffer-Konzentrat 
 Reagenz 2 Naphthol AS-D Chlorazetat 
 Reagenz 3 Natriumnitrat-Lösung 
 Reagenz 4 Fast Red violett LB Salz- 
 Lösung 
Lösung A: 10 ml Reagenz 1 mit 60 ml Aqua dest. verdünnen, eine Flasche Reagenz 2 
dazugeben, das Glas 2-3x mit einigen ml Puffer nachspülen 
Lösung B: 15 Tropfen Reagenz 3 zu einer Flasche Reagenz 4 geben, mischen und      
2 min inkubieren lassen 
Lösung C: Lösung B zu Lösung A geben, das Glas 2-3x mit einigen ml Lösung des 
Substrat-Puffergemisches nachspülen 
Aquatek (Merck, Darmstadt, D) 
 
TUNEL-Färbung 
3% H2O2 (Sigma, St.Louis, USA) 
TdT Enzym und Reaktions-Puffer (APOPTAG®, Q-BIOgene, Heidelberg, D) 
Parafilm® (American National Can™, Greenwich, USA) 
10% Donkeyserum (Fa. Rockland, Gilbertsville, USA) 
Arbeitslösung 1% Donkeyserum980 µl:  Aqua.dest, 10 µl Donkeyserum, 10 µl 10x PBS 
Anti-Digoxigenin-POD (Fab fragments, Roche, Mannheim, D), im Verhältnis 1:300 mit 
Aqua dest. verdünnen  
DAB Mischung: 1 Tropfen Chromogen auf 1 ml DAB Substrat (Dako Cytomation, D) 
Entellan (Merck, Darmstadt, D) 
 
Jones-Färbung 
Silber-Methenamin-Lösung   20 ml 3% Hexamin, 1 ml 5% Silbernitrat (Riedel  
nach Gomori                                    de Haen, Honeywell Specialty Chemicals Seelze 
GmbH, Seelze, D) wird zuerst trüb, schwenken  
bis  wieder klar, 2 ml 5% Natriumtetraborat (Bo-
rax) zugeben, 25 ml Aqua dest. 
Perjodsäure (Merck, Darmstadt, D) 








(A) Trypsin: 0,1 g Trypsin in 100 ml vorgewärmtem Aqua dest. lösen, 0,1 g Calcium- 
chlorid zugeben und pH auf 7,8 einstellen mit NaOH 
(B) Preblock (Zytomed Systems GmbH, Berlin, D) 
(C) Avidin/Biotin Blocking-Kit (Vector laboratories, Peterborough, E)  
Avidin Raumtemperatur 15 min, 3x TBS, Biotin Raumtemperatur 15 min 
 
(D) biotinylierter Antikörper (Phaseolus vulgaris Erythroaglutinin, Vector laboratories,  
Peterborough, GB): Verdünnung 1:6000 in Antibody-diluent  
(E) Streptavidin Peroxidase Konjugat (biomed) 1:1600 verdünnt in Antibody-diluent  
(Zytomed Systems GmbH, Berlin, D) 
(F) SG-Kit (Vector laboratories, Peterborough, E) 
 
MSB-Färbung 
(A) Weigert`s Ironhämatoxylin  (1) vier Wochen vor der Verwendung 1 g,  
Hämatoxylin in 100 ml 95% EtOH lösen, (2) 2 ml 
60% wässrige Eisen-III-Chlorid-Lösung in 97 ml 
Aqua dest. lösen und 1 ml HCl dazugeben 
                     Arbeitslösung  Mix aus (1) und (2) vermischen bis es eine  
violettschwarze Farbe erreicht 
(B) Martius Yellow Solution 5 ml 40% Phosphorwolframsäure (Merck, Darm- 
stadt, D), 95 ml 0,5% Martius yellow (Waldeck 
GmbH & Co, Division Chroma, Münster, D) 
(C) 75 ml 1% Kristallponceau in 2.5 % Essigsäure (Waldeck, Münster, D) 
(D) 0,5% Anilinblau (Waldeck, Münster, D) in 1% Essigsäure (Merck, Darmstadt, D) 
 
PAS-Färbung 






Tab. 3 Volumenmenge pro Versuchstier und -gruppe  
Versuchstier 









Erstes 2250 6200 2600 4000 7450 
Zweites 3700 4900 2600 7000 8100 
Drittes 3700 4800 4300 4300 18400 
Viertes - 7800 4500 3800 20600 
Fünftes - 5350 4400 5400 25150 
Ø 3217 5810 3680 4900 15940 
Ø = durchschnittliche Volumenmenge (in ml)  
 
 
Tab. 4 Auflistung der einzelnen Versuchstiere 
Bezeichnung des Versuchstieres Volumenersatzlösung 
Sy 40 Ringer-Azetat  
Sy 41 Ringer-Azetat 
Sy 42 6% HES 130 
Sy 43 6% HES 130 
Sy 44 10% HES 200 
Sy 45 4% Gelatine 
Sy 46 4% Gelatine 
Sy 47 Ringer-Azetat 
Sy 48 10% HES 200 
Sy 49 Ringer-Azetat 
Sy 50 10% HES 200 
Sy 51 4% Gelatine 
Sy 52 6% HES 130 
Sy 54 10% HES 200 
Sy 55 Sham 
Sy 56 6% HES 130 
Sy 57 4% Gelatine 
Sy 58 Ringer-Azetat 
Sy 59 Sham 
Sy 60 4% Gelatine 
Sy 61 Sham 
Sy 62 6% HES 130 
Sy 63  10% HES 200 







Tab. 9 Anzahl der Esterase-positiven Zellen in den verschiedenen Kompartimenten 
 Glomeruli Gesamt-Niere Tubuli-interstitiell 
Asymptotische  
Signifikanz 0,043 0,037 0,013 
Kruskal-Wallis-Test; p ≤ 0,05 
 
 
Tab. 10 Anzahl Esterase positiver Zellen in Glomeruli 
Glomeruli Sham   Sepsis +  
  HES 130 
  Sepsis +  





Sham        
Sepsis + HES 130 0,089      
Sepsis + HES 200 0,036 0,151     
Sepsis + Gelatine 0,143 1 0,222    
Sepsis + Ringer 0,143 0,548 0,016 0,548   
Mann-Whitney-U-Test; Exakte Signifikanz (2-seitig) p ≤ 0,05 
 
 
Tab. 11 Anzahl Esterase positiver Zellen Tubuli-interstitiell 
Tubuli-interstitiell Sham 
  Sepsis +  
  HES 130 
  Sepsis +  





Sham       
Sepsis + HES 130 0,036      
Sepsis + HES 200 0,036 0,222     
Sepsis + Gelatine 0,107 0,11 0,016    
Sepsis + Ringer 0,786 0,222 0,016 0,841   
Mann-Whitney-U-Test; Exakte Signifikanz (2-seitig) p ≤ 0,05 
 
 
Tab. 13 Anzahl der TUNEL-positiven Zellen in den verschiedenen Kompartimenten 
 Glomeruli Gesamt-Niere Tubuli-interstitiell 
Asymptotische  
Signifikanz 
0,058 0,033 0,033 









Tab. 14 Anzahl TUNEL-positiver Zellen Tubuli-interstitiell 
Tubuli-interstitiell Sham 
  Sepsis +  
  HES 130 
  Sepsis +  





Sham      
Sepsis + HES 130 0,393     
Sepsis + HES 200 0,036 0,056    
Sepsis + Gelatine 0,036 0,31 0,22   
Sepsis + Ringer 0,393 1 0,056 0,151  
Mann-Whitney-U-Test; Exakte Signifikanz (2-seitig) p ≤ 0,05 
 
Tab. 15 Anzahl PHA-E-positiver Signale im gesamten Nierengewebe 
Tubuli-interstitiell Sham 
  Sepsis +  
  HES 130 
  Sepsis +  





Sham      
Sepsis + HES 130 0,082     
Sepsis + HES 200 0,032 0,177    
Sepsis + Gelatine 0,095 0,662 0,310   
Sepsis + Ringer 0,151 0,792 0,151 0,310  
Mann-Whitney-U-Test; Exakte Signifikanz (2-seitig) p ≤ 0,05 
 
Tab. 17 Expression verschiedener proinflammatorischer und apoptotischer Gene 
Gruppen n P53 IL6 TNFα CASP3 C/EBP-β 
Sham             6 0.00±0,06 0.00±0,22 0.00±0,18 0,00±1,27 0.00±0,05 
Sepsis +   
HES 130 
 
10 -0,04±0,18 -0,33±0,40 -0,57±0,26 -1,90±1,65 -0,31±0,97 
Sepsis +  
HES 200 
 
10 -0,10±0,20 -0,84±0,89 -0,25±0,38  0,16±0,45 -0,20±0,46 
Sepsis +   
Gelatine 
 
10 2,06±0,25 2,03±0,40 2,02±0,22 1,55±0,62 3,27±1,92 
Sepsis +  
Ringer-Azetat 
 
8 3,12±0,13 3,16±0,21 2,59±0,18 2,34±1,03 2,96±0,17 
Dargestellt sind Mittelwerte (log2) ± Standardfehler des Mittelwertes (STABW) der Gen-
expression (Ratio von Gen/Kontrolle, n=Anzahl der Nieren) mit jeweiliger Normierung 
auf das Referenzgen β-ACTB  
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